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1 Einleitung  
Das Borna Disease Virus (BDV), der Erreger der Hitzigen Kopfkrankheit der Pferde oder 
der Borna Disease (BD) bei verschiedenen Tierarten, ist ein RNA-Virus der Familie Borna-
viridae (Schneemann et al., 1995; de la Torre et al., 1990) in der Ordnung Mononegavirales. 
Es ist behüllt, einzelsträngig, nicht-segmentiert und gilt als nicht-zytopathogen.  
Nicht nur die vielen für ein RNA-Virus untypischen Eigenschaften, auch das sehr breite 
natürliche Wirtspektrum, das zahlreiche Säugetierarten und Vögel umfasst, und die große 
Variabilität des Krankheitsverlaufes machen das BDV zu einem besonderen Erreger. 
Während für das BDV früher ein eher begrenztes Verbreitungsgebiet (Süddeutschland und 
Schweiz) und ein eingeschränktes Wirtsspektrum (Pferd und Schaf) angenommen wurde, 
haben Untersuchungen der letzten Jahre ein besonders breites Wirtsspektrum und eine große 
geographische Ausbreitung gezeigt (Bahmani et al., 1996; Caplazi et al., 1994; Dauphin et 
al., 2001; Galabru et al., 2000; Hagiwara et al., 1996, 2001; Helps et al., 2001; Horii et al., 
2001; Kao et al., 1993; Lundgren et al., 1993; Nakamura et al., 1995). 
Obwohl die Krankheit beim Pferd schon am Ende des 19. Jahrhunderts beschrieben wurde, 
das Virus als Erreger bereits in den 20iger Jahren identifiziert wurde (Zwick, 1939) und der 
erste Referenzstamm 1929 isoliert werden konnte (Übersicht in Dürrwald und Ludwig, 1997), 
sind immer noch viele Fragen bezüglich der Epidemiologie, der Pathogenese und des 
zoonotischen Potentials offen.  
Auf der anderen Seite macht die hohe Empfänglichkeit vieler Labortiere die experimentelle 
Infektion von Nagetieren wie Ratten, Mäusen und Gerbilen zu einem attraktiven Modell für 
die Forschung. 
Die Ratte stellt dabei das am häufigsten verwendete Labortier dar und zeigt zwei unterschied-
liche charakteristische Verläufe der Krankheit. Zum einen stellt die Infektion der adulten 
immunkompetenten Ratte, die eine Meningoenzephalitis und eine biphasische Verhaltens-
störung ähnlich der der natürlichen Infektion des Pferdes und Schafes hervorruft, ein wichti-
ges Modellsystem für die Erforschung der natürlichen BD und ähnlicher immunvermittelter 
Krankheiten dar. Zum anderen steht die persistierende tolerante Infektion der Neugebore-
nen (Bautista et al., 1994; Pletnikov et al., 2002a) zur Verfügung, bei der keine offensichtli-
che Entzündungsreaktion und klinische Zeichen einer BD bestehen. Diese stellt ein einzig-
artiges Modell für die Erforschung von Vorgängen und Konsequenzen bei  Viruspersistenz im 
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ZNS und für Mechanismen, mit denen nicht-zytopathogene Viren Verhaltens- und Neuroent-
wicklungsstörungen in der Abwesenheit von offensichtlicher Entzündung und Zytolyse im  
ZNS auslösen, dar. Das klinische und pathologische Bild bei diesen Tieren ist reproduzierbar 
und der Verlauf immer ähnlich, jedoch bestehen Unterschiede in Schweregrad und zeitlichem 
Verlauf der Krankheit abhängig von dem verwendeten Virusstamm, der Infektionsdosis und 
dem verwendeten Rattenstamm (Nishino et al., 2002; Oldach et al., 1994; Pletnikov et al., 
2002b und 2002c). Bisher führten die intrazerebrale und intranasale Route, jedoch nicht die 
intravenöse Inokulation zur Infektion (Carbone et al., 1987; Übersicht in Jordan und Lipkin, 
2001).  
Bei der Borna-Enzephalitis von adult-infizierten Ratten, Pferden und Schafen handelt es sich 
um eine immunvermittelte Krankheit, bei der MHC-I-restringierte CD8+
-T-Zellen Effektor-
zellen repräsentieren, die sowohl für die akute Krankheit (charakterisiert durch zelluläre 
Degeneration) als auch für die chronische Phase (charakterisiert durch kortikale Atrophie) 
verantwortlich sind (Bilzer und Stitz, 1994; Sobbe et al., 1997). Die akuten Symptome decken 
sich zeitlich mit dem Auftreten der entzündlichen Reaktion bei allen Infektionsrouten 
(Carbone et al., 1987; Deschl et al., 1990). Sie klingen mit dieser ab, obwohl das Virus bei 
solchen Tieren trotz Anwesenheit von neutralisierenden Antikörpern in Serum und zerebro-
spinaler Flüssigkeit lebenslang im ZNS persistiert (Hatalski et al., 1994; Narayan et al., 
1983a; Schneider et al., 1997). 
Neonatal intrazerebral infizierte Ratten zeigen keine Entzündungsreaktion und klinische An-
zeichen einer typischen Borna-Krankheit, aber Emotions- und Lerndefizite (Rubin et al., 
1999), abnorme soziale Interaktionen (Pletnikov et al., 1998) und Anomalitäten in Physio-
logie und Neuroentwicklung (Bautista et al., 1994; Dittrich et al., 1989; Hornig et al., 1999; 
Pletnikov et al., 1999b). Die Symptome gehen mit Kleinhirnhypoplasie, fortschreitender De-
generation des Gyrus dentatus und  kortikaler Schrumpfung (Bautista et al., 1995; Gonzalez-
Dunia et al., 2000; Hornig et al., 1999) einher. 
Obwohl Symptome und Pathologie nach intrazerebraler Infektion der neugeborenen Ratte gut 
dokumentiert und reproduzierbar sind, ist die Pathogenese der Störungen dagegen immer 
noch weitgehend ungeklärt. Das Spektrum der Änderungen in Verhalten und Neuroent-
wicklung bei neugeboren-infizierten (NBI)-Ratten hat jedoch bemerkenswerte Parallelen mit 
einigen der Hauptmerkmale von menschlichen neuropsychiatrischen Störungen wie Schizo-
phrenie und affektiven Krankheiten (Altshuler et al., 1987; Fish et al., 1992; Soares und 
Mann, 1997). Dies gibt gerade diesem Tiermodell einen besonderen Stellenwert, um die 
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Pathogenese solcher nicht-immunvermittelter, neurodegenerativer Krankheiten besser 
verstehen zu lernen. 
Insbesondere stellen neonatal infizierte Lewis Ratten ein einzigartiges Modell für Autismus 
dar (Kemper und Bauman, 1993). Die beobachteten Verhaltensdefizite und Anomalitäten 
zeigen starke Korrelation mit einigen Kernmerkmalen von autism spectrum disorders (ASD) 
(Bautista et al., 1994 und 1995; Gillberg, 1999; Hornig et al.,1999, 2001; Lord et al., 2000; 
Plata-Salaman et al., 1999; Pletnikov et al., 1999a, 1999b und 2000; Rapin und Katzman, 
1998; Rubin et al., 1999; Trottier et al., 1999; Tsai, 1999).  
Bei den bisherigen neonatalen Modellen wurden die Tiere nach intrazerebraler Infektion un-
tersucht. Hierbei können die Folgen der mechanischen Verletzung des Hirngewebes durch die 
Injektion und die Veränderungen, die durch die eigentliche Infektion ausgelöst werden, nicht 
eindeutig voneinander abgegrenzt werden. Daher wurden in dieser Arbeit Gehirne von Ratten 
untersucht, die neugeboren aerogen/intranasal infiziert wurden.  
Diese Art der Infektion stellt nicht nur einen minimal invasiven Eingriff dar, sie dürfte auch 
dem Weg der natürlichen Ansteckung von Pferden und Schafen entsprechen.  
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Infektion der mit der neuen Methode der aerogenen/ 
intranasalen Infektion neugeborenen infizierten (NBAE-) Ratten näher zu charakterisieren 
und mit den bisher angewendeten Methoden der Infektion der Ratte und dem Verlauf der 
Krankheit bei anderen Tierarten zu vergleichen. Dafür wurden Paraffinschnitte von Gehirnen 
NBAE-infizierter Ratten, Sentinels und Kontrolltiere verschiedenen Alters hergestellt und 
Färbungen und Immunhistochemie mit verschiedenen Markern durchgeführt, um insbeson-
dere die Virusverbreitung und verteilung, das Vorhandensein und Ausmaß einer Immun-
antwort und zelluläre Reaktionen von Astrozyten und Neuronen zu untersuchen.   
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2 Literaturübersicht  
2.1 Das Borna Disease Virus  
2.1.1 Geschichte und Epidemiologie  
Die Bornasche Krankheit oder Borna Disease (BD) oder Hitzige Kopfkrankheit oder 
Dummkoller der Pferde wurde zum ersten Mal am Ende des 18. Jahrhunderts in Süd-
deutschland beschrieben, wo sie sporadisch als infektiöse Krankheit des ZNS auftrat. Ihren 
Namen verdankt sie der Stadt Borna in Sachsen, in der eine große Zahl von Pferden eines 
Kavallerieregiments während einer Epidemie im Jahr 1895 starben (Übersicht in Dürrwald 
und Ludwig, 1997). Die virale Ätiologie, also die Identifizierung des Pathogens als neues 
nicht-bakterielles Agens wurde am Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben (Zwick, 1939) 
und der erste Referenzstamm (strain V) 1929 aus einem kranken Pferd nach einer Serie von 
Passagen im Kaninchen isoliert (Übersicht in Dürrwald und Ludwig, 1997). BD war als eine 
nicht-eitrige Meningoenzephalomyelitis bei Pferden und Schafen mit oft tödlichem Verlauf in 
den endemischen Regionen in Deutschland und dem oberen Rheintal zwischen der Schweiz, 
Österreich und dem Fürstentum Liechtenstein bekannt (Staeheli et al., 2000; Weissenböck et 
al., 1998a).  
Inzwischen wurde BDV in vielen anderen Ländern, auch außerhalb Zentraleuropas wie USA, 
Japan, China, Iran und Israel (Becht und Rott, 1995; Hagiwara et al., 2001; Herzog et al., 
1997; Kao et al., 1993; Nakaruma et al., 1995; Stitz und Rott, 1994), und aus vielen anderen 
Säugetieren, darunter Rind (Bode et al., 1994; Caplazi et al., 1994; Hagiwara et al., 1996), 
Kaninchen (Metzler et al., 1978), Hund (Weissenböck et al., 1998a), Zootiere wie Affen, 
Alpakas und Lamas (Richt et al., 1997; Rott und Becht, 1995) und Wildtiere wie Luchs 
(Degiorgis et al., 2000) und Fuchs (Dauphin et al., 2001) und Vögeln (Berg et al., 2001; 
Malkinson et al., 1993) isoliert. Da einheitliche Testverfahren immer noch fehlen und nicht 
alle Isolate von den gängigen Antikörpern erkannt werden (Haas et al., 1986), sind sowohl 
das natürliche Wirtsspektrum als auch die geographische Verbreitung laut einiger Autoren 
wahrscheinlich größer als bisher angenommen (Bahmani et al., 1996; Caplazi et al., 1994; 
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Dauphin et al., 2001; Galabru et al., 2000; Hagiwara et al., 1996, 2001; Helps et al., 2001, 
Horii et al., 2001; Kao et al., 1993; Lundgren et al, 1993; Nakamura et al, 1995). 
Außerdem konnten immer mehr Spezies, vom Huhn bis zum Primaten, experimentell infiziert 
werden und die Infektion der Ratte wurde zu einem wichtigen Modell, um die Immunpatho-
genese von BDV und die Störungen der  neurologischen Entwicklung bei viraler Ätiologie zu 
studieren (Bilzer und Stitz, 1996; Briese et al., 1999; Gonzalez-Dunia et al., 1997; Stitz et al., 
1995).  
Überdies wurden in den letzten 14 Jahren spezifische Marker für die BDV-Infektion im 
Menschen detektiert, besonders bei psychiatrisch erkrankten Patienten, aber das zoonotische 
Potential des Virus wird immer noch kontrovers diskutiert (Richt und Rott, 2001; Schwemmle 
et al., 1999; Staeheli et al., 2000).  
Die klinische Erscheinung bei einer BDV-Infektion variiert stark von inapparentem Verlauf  
bis zu schwerer tödlicher Krankheit, abhängig von der infizierten Spezies, dem Immunstatus 
des Wirts, dem Zeitpunkt der Infektion und dem Virusstamm (näher beschrieben im folgen-
den bei den einzelnen Tierarten). Die Inkubationszeit beträgt zwei Wochen bis einige Monate.  
Der Übertragungsweg für BDV ist bisher noch nicht aufgeklärt. Eine Tröpfcheninfektion wird 
vermutet, da BDV-RNA in nasalen und konjunktivalen Sekreten und Speichel nachgewiesen 
wurde (Herzog et al., 1997; Richt et al., 1993) und im frühen Verlauf der Infektion eine ent-
zündliche Reaktion mit Ödem in den olfaktorischen Bulbi von natürlich infizierten Pferden 
auftritt (Joest und Semmler, 1911; Ludwig et al., 1988). Außerdem findet bei Kohabitation 
von persistent infizierten Trägertieren mit naiven Ratten eine effektive BDV-Transmission 
statt, wahrscheinlich durch nasale Infektion mit dem frischen Urin der Trägerratten, in dem 
reichlich Virus präsent ist (Sauder und Staeheli, 2003). Die Verbreitung von BDV durch ol-
faktorische Neuronen zum limbischen System, die in Ratten gezeigt wurde (Carbone et al., 
1987; Morales et al., 1988) spricht ebenfalls für diese Transmissionsroute. 
Hämatogene Übertragung, beispielsweise mit Insekten als Vektoren für BDV wurde vorge-
schlagen, da BDV-Nukleinsäure und Proteine in peripheren mononukleären Blutzellen ge-
funden wurden (Rubin et al., 1995; Sierra-Honigmann et al., 1993) und eine saisonale 
Häufung von BD-Erkrankungen im Frühling und frühen Sommer festgestellt wurde 
(Übersicht in  Dürrwald und Ludwig, 1997; Richt et al., 1997), jedoch gibt es hierfür bisher 
keine weiteren Anhaltspunkte. 
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Auch wilde Kleinsäuger als Reservoir und Überträger wurden diskutiert, da die experimen-
telle Infektion neugeborener Ratten in Viruspersistenz mit Ausscheidung von Virus in 
Speichel, Urin und Faeces resultiert (Herzog et al., 1984; Sierra-Honigmann et al., 1993). 
Diese Hypothese konnte trotz Studien an wilden Nagern lange nicht belegt werden (Tsujimura 
et al., 1999). Eine Untersuchung von 165 wilden Nagern (18 Spezies) auf Antikörper in China 
ergab keine positiven Ergebnisse (Hagiwara et al., 2001). Erst 2006 gab es den ersten Bericht 
von infizierten wilden Kleinsäugern in einer Region in der Schweiz, in der BDV bei Pferden 
und Schafen endemisch vorkommt (Hilbe et al., 2006). Es handelte sich um drei wilde 
Spitzhörnchen, bei denen BDV im Gehirn nachgewiesen werden konnte. Sie zeigten keine 
Entzündung oder Degenerationserscheinungen im Gehirn und eine 99,9 %ige 
Sequenzübereinstimmung mit einem Isolat aus einem Pferd, das in dieser Gegend an BD 
gestorben war.  2007 berichtet Kinnunen et al. (2007) über den Fund von BDV-spezifischen 
Antikörpern in drei wilden Nagern in Finnland. 
Der Fund von BDV in Exkrementen von wilden Vögeln lässt auch diese als mögliches 
Reservoir von BDV in Frage kommen (Berg et al., 2001). 
Über Fälle vertikaler Transmission wurde bislang nur vereinzelt beim Pferd (Dauphin et al., 
2001; Hagiwara et al., 2000) und experimentell bei der Maus (Okamoto et al., 2003) 
berichtet. 
Zur Zeit ist die ansteckende Gehirn-Rückenmarkentzündung der Einhufer (Bornasche Krank-
heit) in Deutschland eine meldepflichtige Tierseuche ( Bundesgesetzblatt 2001 Teil I Nr. 16 
S. 540, vom 20. April 2001, geändert durch Bundesgesetzblatt 2001 Teil I Nr. 55 S. 2860 vom 
06. November 2001, durch Bundesgesetzblatt 2004 Teil I Nr. 58 S. 2791, vom 12. November 
2004, zuletzt geändert am 20.12.2005 durch Bundesgesetzblatt 2005 Teil I Nr. 74, S. 3499, 
Art. 3 vom 23. Dezember 2005 - Bekanntmachung der Neufassung: Bundesgesetzblatt 2005 
Teil I Nr. 74, S. 3516 vom 23. Dezember 2005).   
2.1.2 Taxonomie und Molekularbiologie  
Bei dem Borna Disease Virus handelt es sich um ein behülltes einzelsträngiges nicht-segmen-
tiertes RNA-Virus mit negativer Polarität und einem helikalen Nucleocapsid. Die Virus- 
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partikel sind empfindlich gegenüber Hitze, sauren pH-Werten, Lipidlösungsmitteln und Des-
infektionsmitteln mit begrenzt viruzider Wirkung. Näheres über die chemisch-physikalischen 
Eigenschaften ist nicht bekannt (Kaaden, 2002). 
Das BDV wurde wie die Filoviridae, Paramyxoviridae und Rhabdoviridae der Ordnung 
Mononegavirales zugeordnet (Kaaden, 2002). Obwohl es eine diesen ähnliche Genom-
organisation aufweist, ist das Genom von BDV mit 8,9 kb (Briese et al., 1994; Cubitt et al., 
1994a) kleiner als die anderen Mitglieder dieser Ordnung und repliziert und transkribiert 
anders als diese im Zellkern infizierter Zellen (Briese et al., 1992; Cubitt et al., 1994; Pyper et 
al., 1998). Diese Eigenart findet sich innerhalb dieser Ordnung nur noch bei Pflanzen-
rhabdoviren.  
Obwohl unterschiedliche Isolate signifikante Ungleichheit in ihrer phenotypischen Expression 
zeigen können, ist eine hohe Sequenzkonservierung charakteristisch für BDV (Staeheli et al., 
2000). Allerdings wurde aus einem Pferd aus Österreich ein Stamm (No/98) isoliert, der 
immerhin 15% Unterschied zu den Referenzstämmen V und He/80 aufweist, was die Frage 
aufwarf, ob nicht weitere bislang noch nicht klassifizierte Subtypen existieren und das BDV-
Genom weniger konserviert ist als bisher angenommen (Nowotny et al., 2000).  
BDV besitzt eine Vielfalt von Strategien wie das Spleißen von RNA für die Regulation seiner 
Genomexpression (Cubitt et al., 2001; de la Torre, 1994; Schneemann et al., 1995; Tomanaga 
et al., 2000). Diese für ein RNA-Virus untypischen Charakteristika machten BDV zum Proto-
typ einer neuen Familie, den Bornaviridae (Schneemann et al., 1995; de la Torre et al., 1990).  
Elektronenmikroskopische Studien zeigten eine sphärische Morphologie mit einem Durch-
messer von 70-130 nm (Kohno et al., 1999; Zimmermann et al., 1994). Die Partikel enthalten 
einen internen elektronendichten Kern von 50-60 nm und eine äußere Hülle, die mit circa       
7 nm langen Spikes bedeckt ist (Kohno et al., 1999).  
Sechs offene Leserahmen (ORF) wurden in der BDV-Genomsequenz gefunden (de la Torre, 
1994; Schneemann et al., 1995), die für sechs Proteine kodieren. 
ORF I kodiert für ein Nukleoprotein (N), das in zwei Isoformen vorkommen kann, p38 oder 
p40, wovon nur p40 ein nukleäres Lokalisationssignal (NSL) aufweist. Daher akkumuliert 
p38 im Zytoplasma, wenn es in der Abwesenheit von anderen viralen Proteinen exprimiert 
wird (Kobayashi et al., 1998), jedoch wird es in den Kern transportiert, wenn eine Expression 
zusammen mit P oder Np40 stattfindet (Kobayashi et al., 1998). 
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Der zweite Leserahmen ORF II kodiert für  das später phosphorylierte Protein p24 (P oder X) 
(Hsu et al., 1994; Schwemmle et al., 1997; Thiedemann et al., 1992; Thierer et al., 1992). P 
wirkt der IFN-ß-Expression im Wirt engegen und es gibt Hinweise auf einen bisher nicht be-
schriebenen Mechanismus, mit dem dieses virale Protein die Induktion der antiviralen IFN-
Kaskade stört (Unterstab et al., 2005). Außerdem wiesen Schwardt et al. (2005) eine negativ 
regulierende Wirkung von X auf die Polymeraseaktivität nach, so dass die Abwesenheit von 
X in Viruspartikeln die Polymeraseaktivität in der frühen Infektion fördert. 
P10, das sich in BDV-infizierten Zellen findet,  ist das Produkt des ORF x1, der mit dem 
Leseraster des ORF II überlappt (Wehner et al., 1997). In Experimenten zur Identifizierung 
viraler Proteine, die für das Packen von BDV-RNA-Analogen in infektiöse virusähnliche 
Partikel notwendig sind, zeigte p10 starke inhibitorische Wirkung auf die RNA-Replikation 
und -Transkription von BDV-Analogen (Perez et al., 2003 und 2005; Schneider et al., 2003), 
die jedoch aufgehoben wurde, wenn außer L, N und P auch M und G exprimiert wurden 
(Perez et al., 2005). Außerdem konnten Wolff et al. (2002) zeigen, dass p10 in der Abwesen-
heit anderer Proteine in den Nukleus eintreten kann ohne das typische NSL aufzuweisen. 
Der dritte Leserahmen ORF III kodiert für das Matrixprotein (M) p16, das posttranslational zu 
gp18 glykolisiert wird (Briese et al., 1994 und 1995; Cubitt et al., 1994a; Kliche et al., 1994). 
Zwei Beobachtungen sprechen dafür, dass M an der Oberfläche von viralen Partikeln ex-
primiert wird und die Anlagerung der Virionen an die zellulären Rezeptoren vermittelt: Anti-
sera gegen M haben neutralisierende Aktivität (Hatalski et al., 1994) und die Inkubation emp-
fänglicher Zellen mit M verhindert eine Infektion (Kliche et al., 1994).  
ORF IV kodiert für ein 57 kDa großes Polypeptid, das  im Lumen des endoplasmatischen 
Retikulums (ER) N-glykolisiert wird und eine Größe von circa 94 kDa erreicht. GP oder gp94 
muss weiter prozessiert werden, um Fusionskapazität und damit die Infektiosität von BDV zu 
erhalten (Richt et al., 1998). Hierzu wird es  durch Furin oder eine eng verwandte Protease in 
zwei Untereinheiten gespalten: GP-N für die Rezeptorbindung und GP-C für die Vermittlung 
der Fusion zwischen viraler Hülle und Wirtsmembran (Gonzalez-Dunia et al., 1998; Perez et 
al., 2001). GP-N und GP-C bilden einen Komplex, der in Viruspartikel inkorporiert wird und 
zu großen Anteilen in ER und Golgi-Apparat akkumuliert, aber nur in geringer Anzahl an der 
Oberfläche persistent  infizierter Zellen zu finden ist (Eickmann et al., 2005). Dies könnte ein 
Mechanismus des Virus zur Persistenz sein, zumal Antikörper, die gegen GP gerichtet sind, 
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neutralisierende Eigenschaften haben und in der Zellkultur die Virusausbreitung komplett 
verhindern (Bajramovic et al., 2003). 
Der fünfte Leserahmen ORF V codiert für ein 190 kDa großes Protein, bei dem es sich um die 
virale Polymerase L handelt (Briese et al., 1994 und 1995; Cubitt et al., 1994a; Walker et al., 
2000). 
BDV dringt durch rezeptorvermittelte Endozytose in die Wirtszelle ein und die Membran-
fusion findet im sauren Milieu der Endosomen statt (Gonzalez-Dunia et al., 1998).  
Das Nukleokapsid formt zusammen mit viralen Polypeptiden des Polymerase-Komplexes 
einen Ribonukleoprotein (RNP)-Komplex, der aktiv in Transkription und Replikation ist und 
die Minimum-Einheit der Infektiosität darstellt (Übersicht in Conzelmann, 1998; Garcia-
Sastre und Palese, 1993; Tordo et al., 1992). BDV braucht direkten Zell-Zell-Kontakt zur 
Verbreitung und wenig oder gar kein infektiöses Virus wird aus BDV-infizierten Zellen 
(Zellkultur) freigesetzt (Carbone et al., 1993).                 
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Abbildung 1: Strukturmodell des Borna Disease Virus 
Aus Bode, 1999 nach einer Computersimulation im Magazin Der Stern , 1997  
Abkürzungen: M = Matrixprotein (gp 17), G = Glycoprotein (gp94), L = Polymerase (p180/190),  
            N = Nukleoprotein (p40), P = Phosphoprotein (p24)   
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2.2 BDV-Infektion  
BDV hat ein außergewöhnlich breites Wirtsspektrum. Neben den natürlichen Wirten gibt es 
viele Tierarten, die experimentell mit BDV infiziert werden können. 
Die intrazerebrale Infektion von Tupajas resultierte in einer Störung, die durch Hyperaktivität 
und Änderungen im soziosexuellem Verhalten charakterisiert war (Sprankel et al., 1978). 
Adult-infizierte Rhesus Affen zeigten eine Meningoenzephalitis und Retinopathie mit initialer 
Hyperaktivität und folgender Apathie und Hypokinese (Stitz et al., 1981). 
Die Infektion von Kaninchen mit Hirnhomogenaten aus kranken Schafen verursachte eine 
Entzündungsreaktion und klinische Symptome (Beck und Frohböse, 1926).  
Beim Rind tritt BD seltener auf als bei Pferd und Schaf, jedoch gibt es Fallberichte aus den 
30er Jahren (Ernst, 1931; Zwick, 1939) , aus der früheren DDR (Kiupel und Wehr, 1980) und 
aus der Schweiz (Caplazi et al., 1994) und BDV-Antigen konnte zweifelsfrei in den Gehirnen 
von neun Rindern mit nicht-eitriger Enzephalitis in Deutschland nachgewiesen werden (Bode 
et al., 1994). Die Tiere zeigten Appetitlosigkeit, Ängstlichkeit, Zwangsbewegungen, Ataxie 
und Paresen mit Todesfolge. Die Infektion konzentrierte sich auf Cortexbereiche, Nucleus 
caudatus, Hypothalamus und Medulla oblongata und war nur geringgradig im Hippocampus 
nachzuweisen. Auch gibt es latente Infektionen beim Rind (Matthias, 1954). In einem Be-
stand in Nordostdeutschland, in dem Fälle von BD aufgetreten waren, wurde eine Seroprä-
valenz von 40,4% beschrieben (Bode et al., 1994). In Japan (Hokkaido) waren bei einer Un-
tersuchung von gesunden Rindern 20,3% positiv für p24 (Hagiwara et al., 1996). 
Auch gibt es immer wieder Berichte von BDV-positiven Wildtieren. So wurde RNA in Hirn-
proben von Rotfüchsen gefunden. Allerdings gab es in diesen Fällen keine Informationen 
über den klinischen Zustand der Tiere (Dauphin et al., 2001). Bei einem verhaltensauffälligen 
Luchs in Schweden, der eine nicht-eitrige Meningoenzephalitis aufwies, wurde BDV-RNA in 
Neuronen und Gliazellen detektiert (Degiorgis et al., 2000). 
Die Funde von BDV-Infektionen bei Vögeln waren insofern von besonderer Bedeutung, als 
diese Art als Reservoir für das Virus in Betracht kommt und das Wirtsspektrum sogar über 
Säugetiere hinausgeht. Frühere Experimente zeigten Küken von Haushühnern hochempfäng-
lich für experimentelle BDV, während adulte Hühner und Tauben resistenter zu sein schienen 
(Rott und Becht, 1995). Schon früh gelang die Anzüchtung von infektiösem BDV in 
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bebrüteten Hühnereiern und die anschließende Übertragung auf das Kaninchen (Nitzschke 
und Rott 1957; Rott und Nitzschke 1958). In Schweden fanden sich in einer Gegend, in der 
feline BD regelmäßig vorkommt, verschiedene Wildvögel positiv für BDV-RNA (Berg et al., 
2001). Außerdem wurde BDV als wahrscheinliches kausatives Agens bei gezüchteten 
Straußen mit Paralyse in Israel identifiziert (Malkinson et al., 1995).  
Am besten dokumentiert ist die BDV-Infektion aber immer noch bei den natürlichen Wirten 
Pferd, Schaf und Katze sowie den Nagetieren, die experimentell infiziert als Modell für die 
Forschung dienen. Außerdem gibt es gut dokumentierte Einzelfälle von BD beim Hund.   
2.2.1 Pferd 
Das Pferd war die erste Tierart, bei der BD beobachtet wurde. Seitdem das Agens identifiziert 
und Testmethoden entwickelt wurden, ist klar, dass die Mehrzahl der Infektionen beim Pferd 
subklinisch verlaufen. Virale Persistenz ohne erkennbare Krankheit wurde mehrfach bei na-
türlich infizierten Pferden in Europa, Asien (Ihlenburg und Brehmer, 1964; Lange et al., 
1987; Nakamura et al., 1995) und Nordamerika (Kao et al., 1993) beschrieben. In Deutsch-
land entwickeln nur circa 10% der infizierten Pferde Verhaltensstörungen (Dieckhöfer et al., 
2004).  
Die Seroprävalenz von BDV-spezifischen Antikörpern in klinisch gesunden Pferden variiert 
stark in verschiedenen Gebieten und Ländern.  In Deutschland wird sie im Durchschnitt mit 
11,5% beschrieben (Herzog et al., 1994), in endemischen Gebieten mit bis zu 22,5% (Richt 
und Rott, 2001). Eine neuere Studie, bei der zirkulierende Immunkomplexe (CICs) im Serum 
detektiert wurden, zeigte eine Prävalenz von 60% (Dieckhöfer et al., 2004). In Japan be-
schrieben Nakamura et al. (1995) eine hohe Seroprävalenz von 29,8%, in Teheran waren es 
18,1% (Bahmani et al., 1996), in der Türkei fanden sich ähnlich wie in Schweden (Berg et al., 
1999) 25% der getesteten klinisch gesunden Pferde positiv (Yilmaz et al., 2002). Eine Studie 
in Australien fand mit verschiedenen Methoden keinen Hinweis auf eine BDV-Infektion bei 
Pferden (Kamhieh et al., 2006).  
Es ist fraglich, inwieweit diese Ergebnisse wirklich vergleichbar sind, da keine einheitlichen 
Methoden verwendet wurden und der Nachweis von Antikörpern und Antigen nicht immer 
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gleiche Ergebnisse liefert (Bahmani et al., 1996). Eine Studie über vier Jahre bei 130 Wild-
pferden in Japan zeigte, dass zwar zwölf Tiere dauerhaft positiv waren, aber elf Tiere von 
seronegativ zu seropositiv und sieben von seropositiv nach seronegativ konvertierten (Inoue 
et al., 2002). Außerdem ist gezeigt worden, dass selbst Pferde, die an akuter BD gestorben 
waren und experimentell infizierte Ponys teilweise keine BDV-spezifischen Antikörper auf-
weisen (Katz et al., 1998). 
Bode et al. (2001) berichteten, dass BDV-Antigen (gebunden an PBMCs und frei im Plasma) 
und zirkulierende Immunkomplexe (CICs) die verlässlichsten Marker für BDV-Infektionen 
bei Tier und Mensch sind. Die Gültigkeit dieser Befunde wird jedoch insbesondere durch 
zwei jüngere Publikationen angezweifelt, die die Spezifität dieser Nachweise grundsätzlich in 
Frage stellen (Wolff et al., 2006a und 2006b). Plasma-Antigenämie und CICs könnten die 
Detektion von viralem RNA in der Abwesenheit von Antikörpern erklären (Vahlenkamp et 
al., 2000).  
Das klinische Bild der BD beim Pferd äußert sich in gleichzeitigen oder aufeinanderfolgenden 
Störungen in Verhalten, Sensibilität und Motilität (Übersicht in Dürrwald und Ludwig, 1997). 
Während der initialen Phase können unspezifische Zeichen wie Hyperthermie, Anorexie und 
Wechsel von Kolik und Konstipation beobachtet werden. Während der akuten Phase treten 
Symptome einer Meningoenzephalitis auf: Verhaltensänderungen, Hypokinesen und Bewe-
gungsanomalien. Diese Zeichen können mit abnormalen Reaktionen auf externe Stimuli wie 
erhöhte Reizbarkeit, Aggression, Lethargie, Somnolenz und Stupor einhergehen. In der Ter-
minalphase kommt es zu Bewusstseinsstörungen und dem Verlust der Propriozeption bis hin 
zu Paralyse und Sehstörungen.  
Wiederholungsbewegungen wie leere Kaubewegungen und Laufen im Kreis oder gegen Hin-
dernisse sind bei Pferden wie auch bei Schafen häufig.  
Auch drei experimentell infizierte Ponys zeigten die typischen Symptome von BD, wobei 
zwei Tiere nach 28 und 30 Tagen starben und eines sich wieder erholte (Katz et al., 1998). 
Die akute Mortalität bei an BD erkrankten Pferden liegt bei 80-100% (Rott und Becht, 1995). 
Die klassische BD wird nach ein bis zwei Wochen offenkundig und der Tod tritt in der Regel 
nach ein bis drei Wochen ein (Übersicht in Dauphin et al., 2002). 
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Bei Tieren, die die akute Phase überleben, können wiederkehrende Krankheitsphasen mit 
Depression, Apathie, Somnolenz und Angst, besonders nach Stress, für den Rest des Lebens 
auftreten (Übersicht in Dürrwald und Ludwig, 1997; Richt und Rott, 2001).  
Die klinische Diagnose der Meningoenzephalitis kann durch eine erhöhte Zellzahl im Liquor 
cerebrospinalis und einem erhöhten Druck bei der Punktion bestätigt werden (Bilzer et al., 
1996).   
Natürlich infizierte und spontan an BD erkrankte Pferde und Esel zeigen in der postmortalen 
Untersuchung eine schwere disseminierte lymphozytäre Polioenzephalitis mit ausgeprägten 
perivaskulären und zellulären Ödemen und Nervenzellnekrosen. Der überwiegende Teil der 
infiltrierenden Lymphozyten besteht aus T-Zellen, davon sind circa 60% CD4-positiv (vor-
nehmlich perivaskulär) und 20-30% CD8-positiv (überwiegend intraparenchymatös). Außer-
dem ist eine Mikrogliose zu beobachten (Bilzer et al., 1996) und wie auch beim Rind ge-
legentlich, aber nicht zwangsläufig, intranukleäre eosinophile Joest-Degen-Einschlußkörper-
chen in Neuronen (Caplazi und Ehrensperger, 1998; Gonzalez-Dunia et al., 1997; Stitz et al., 
1995; Weissenböck et al., 1998b). Experimentell infizierte Ponys zeigten perivaskuläre Infil-
trate, gliale Knoten und Astrozytose (Katz et al., 1998). 
Während der Nachweis von virusspezifischen Proteinen und BDV-RNA im Gehirn erkrankter 
Pferde in fast allen Fällen gelingt, variiert deren Verteilung. Das Verteilungsmuster von RNA 
und Antigen ist oft ähnlich, stimmt jedoch nicht immer überein. Der Schwerpunkt der 
Infektion liegt dabei im Bulbus olfactorius, Großhirncortex, Nucleus caudatus, Ammonshorn, 
Gyrus cinguli und der Retina (Bilzer et al., 1996; Lebelt und Hagenau, 1996). Der Liquor war 
bei elf untersuchten Tieren RNA-negativ, innerhalb des Rückenmarks nahm die Nachweis-
häufigkeit nach kaudal ab und vereinzelt konnte BDV-RNA im Ganglion trigeminale, in der 
Nasenschleimhaut, der Glandula parotis, im Herzmuskel, der Lunge, der Leber, der Niere, der 
Harnblasenwand und dem Ovar, in zwei von sieben Fällen in Sekreten, jedoch nicht in der 
Milz, der Nebenniere, dem Dünndarm und den Hoden nachgewiesen werden (Lebelt und 
Hagenau, 1996). Bilzer et al. (1996) und Hagiwara et al. (1997a) dagegen fanden in keinem 
von zehn, bzw. sechs untersuchten Tieren das autonome Nervensystem oder Körperorgane 
betroffen.  
Meist waren Neurone, Astrozyten und Ependymzellen infiziert (Bilzer et al., 1996; Caplazi   
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und Ehrensperger, 1998).  
Über einen Fall von vertikaler Übertragung von BDV wurde beim Pferd berichtet. Eine Stute 
mit klinischem Verdacht auf BD wurde euthanasiert und postmortal untersucht. Sowohl ihr 
Gehirn, das Degeneration und Nekrosen zeigte, als auch das des Fetus, das ansonsten unauf-
fällig war, waren positiv für BDV-RNA mit identischer Nukleotidsequenz (Hagiwara et al., 
2000).    
2.2.2 Schaf 
Nach dem Pferd ist das Schaf die zweite Spezies, bei der BD am Ende des letzten Jahrhun-
derts beschrieben wurde (Walther, 1899). Seitdem gibt es Berichte von BD beim Schaf aus 
vielen Ländern wie Deutschland, der Schweiz, Liechtenstein, Italien, China und Japan 
(Caplazi et al, 1999; Hagiwara et al., 1997 und 2001; Ludwig und Bode, 2000; Metzler et al., 
1976; Waelchli et al., 1985). Natürlich auftretende BD scheint jedoch trotz uneingeschränkten 
Handels mit Schafen innerhalb Zentraleuropas immer noch auf bestimmte Gebiete beschränkt 
zu sein, in denen sie bei dieser Spezies endemisch auftritt und eine saisonale Häufung zwi-
schen März und September aufweist (Caplazi et al., 1999; Übersicht in  Dürrwald und 
Ludwig, 1997).  
Eine 3-Jahres-Studie einer Schafherde (circa 25 Tiere) in Südostdeutschland ergab eine Se-
roprävalenz zwischen 11,5% und 19,4% bei nur einem Fall von BD, wobei in den meisten 
Tieren nur temporär Antikörper detektiert werden konnten, ebenfalls mit einer Häufung in 
Frühling und Frühsommer (Vahlenkamp et al., 2002). In der Schweiz waren auch im Ende-
miegebiet nur 6% seropositiv, in nicht-endemischen Gegenden nur 2% (Muller-Doblies et al., 
2004). In Japan fanden Hagiwara et al. (1997) bei gesunden Lämmern sogar eine Sero-
prävalenz von bis zu 51,7% (BDV-RNA), bzw. bis zu 33,3% bei adulten Tieren (Antikörper 
gegen p24), die damit höher war als bei Pferden, Rindern und Katzen der gleichen Gegend.  
Wie es auch beim Pferd beobachtet wurde, sind an BD erkrankte Schafe nicht immer sero-
positiv (Muller-Doblies et al., 2004).  
Die klinischen Symptome und der Verlauf der Krankheit ähneln denen des Pferdes, wobei die 
Mortalität beim Schaf mit 50% etwas niedriger  beschrieben wird (Rott und Becht, 1995). Die 
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überlebenden Tiere erholen sich von den akuten Symptomen (Metzler et al., 1979) oder haben 
permanente neurologische Defizite. Auch eine Wiederkehr der akuten BD (Heinig, 1969) und 
virale Persistenz ohne Krankheit (Matthias, 1954; Hagiwara et al., 1997) wurde bei natürlich 
infizierten Schafen beschrieben.   
Die postmortale Untersuchung des Gehirns natürlich infizierter Schafe zeigt perivaskuläre, 
parenchymale und meningeale Infiltrate, wobei wie beim Pferd im allgemeinen CD4-positive 
Zellen eher perivaskulär und CD8-positive mehr parenchymatös zu finden sind. Makrophagen 
und B-Zellen sind weniger häufig zu sehen (Caplazi et al., 1998). Alles in allem scheint beim 
Schaf  wie auch bei den experimentell infizierten Ratten und Mäusen die Pathogenese von BD 
durch eine T-Zell-abhängige Immunreaktion verursacht zu sein (Bilzer et al., 1995; Enbergs 
et al., 2001; Kao et al., 1984; Narayan et al., 1983a). In einer Untersuchung von zwölf 
Schafen und elf Equiden, die an BD erkrankt waren, waren histologisch keine Anzeichen 
einer chronischen BD wie extensiver Neuronenverlust und Hirnatrophie zu finden (Caplazi 
und Ehrensperger, 1998), wie es bei Ratten beobachtet wurde (Bilzer und Stitz, 1994). Daher 
scheint bei diesen Tierarten der Verlauf normalerweise akut oder subakut (seltener beim 
Schaf) zu sein, was auch den klinischen Beobachtungen entspricht. Infizierte Zellen beim 
Schaf sind vor allem Neuronen (Caplazi und Ehrensperger, 1998).   
2.2.3 Katze 
Bei Katzen gilt die sogenannte staggering disease
 
(SD) als Gegenstück zur BD. Dabei han-
delt es sich um eine spontane nicht-eitrige Meningoenzephalomyelitis mit klinischen Zeichen 
von Ataxie und Verhaltensstörungen, die erstmals in Schweden beschrieben wurde. Die Prä-
valenz von BDV-spezifischen Antikörpern bei diesen Tieren ist höher als bei zufällig ge-
wählten Katzen ohne neurologische Symptome (Kronevi et al., 1974; Lundgren, 1992; 
Lundgren et al., 1993; Lundgren und Ludwig, 1993; Nakaruma et al., 1996; Nishino et al., 
1999; Nowotny und Weissenböck, 1995; Reeves et al., 1998). Außerdem konnte BDV aus 
Katzen mit staggering disease isoliert werden (Lundgren et al., 1995) und Katzen, die 
experimentell mit diesem Isolat infiziert wurden, entwickelten neurologische Zeichen einer 
Enzephalitis (Lundgren et al., 1997). Die staggering disease wurde erstmals in Schweden 
beschrieben (Lundgren et al., 1992), aber von ähnlichen Enzephalitiden wurde auch aus 
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Österreich (Weissenböck et al., 1994), Australien (Borland und McDonald, 1965) und den 
USA (Vandevelde und Braund, 1979) berichtet, auch von viraler Persistenz ohne Krankheit 
bei natürlich infizierten Katzen (Nakamura et al., 1996).  
In Japan waren 46% von 52 Hauskatzen mit neurologischen Symptomen positiv für Anti-
körper gegen p10 und/oder p24, aber nur 23,7% von 152 Katzen ohne neurologische Symp-
tome (Ouchi et al., 2001) bzw. 66,7% von 15 neurologisch kranken Katzen in der Gegend von 
Tokyo (Nakaruma et al., 1999a). Andere Studien in Asien geben die Seroprävalenz in neuro-
logisch unauffälligen Katzen mit 13,3% (Nakaruma et al., 1996), 18,8% (Nishino et al., 1999) 
bzw. 3,1% in Japan, 2,0% in Indonesien und 3,8% auf den Philippinen an (Horii et al., 2001).   
Katzen mit staggering disease
 
zeigen histologisch alle typischen Zeichen einer viralen Ent-
zündung des zentralen Nervensystems: Neuronophagie, Mikrogliose und schwere peri-
vaskuläre mononukleäre Zellinfiltrate (Lundgren, 1992).    
Von acht Katzen, die experimentell mit BDV infiziert wurden, zeigten drei neurologische Stö-
rungen und eine nicht-eitrige Enzephalitis (Lundgren et al., 1997). Alle erholten sich vom 
akuten Stadium und zeigten eine Serokonversion und neutralisierende Antikörper, aber nicht 
alle Tiere konnten das Virus komplett eliminieren. In unterschiedlichem Ausmaß waren peri-
vaskuläre und parenchymale Infiltrate, Neuronophagie, Mikrogliose, Myelinverlust und axo-
nale Degeneration zu finden, außerdem Plasmazellen in der Nähe von Neuronen. Es war 
hauptsächlich oder nur die weiße Substanz betroffen. 
Experimentell infizierte Katzen zeigten eine stärkere Immunantwort gegen p24 und p40 als 
natürlich infizierte Tiere (Johansson et al., 2002).  
Die Gehirnautopsie einer BDV-Antikörper-positiven Katze mit neurologischen Störungen 
zeigte nur bestimmte Hirnregionen wie den Bulbus olfactorius und die Medulla cerebri positiv 
für BDV-RNA (schwach auch in der Medulla oblongata und dem Kleinhirn). Positive Zellen 
waren überwiegend Neurone. Histologisch fanden sich schwere axonale Degeneration, Ver-
lust von Myelin, Neuronophagie und leichte mononukleäre Zellinfiltration in manchen 
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Arealen der Medulla cerebri, aber keine Anomalitäten im Bulbus olfactorius (Nakaruma et al., 
1999a).  
Ein atypischer Fall wurde von Berg und Berg (1998) beschrieben: Bei einer dreieinhalb-
jährigen Katze mit Muskelfaszikulationen und propriozeptiven Defiziten wurden zahlreiche 
BDV-positive Neurone gefunden. Histologisch fanden sich Nekrosen von Muskelfasern, aber 
keine Entzündung.   
Der erste veröffentlichte Fall einer felinen BD bei einem Wildtier trat 1999 in Schweden auf. 
Ein Luchs mit auffällig apathischem Verhalten wurde in einer Gegend, in der Fälle von 
feliner BD bei Hauskatzen auftreten, erlegt. Die histologische Untersuchung des Gehirns 
ergab eine mittelgradige bis schwere nicht-eitrige Meningoenzephalitis in allen Hirnarealen, 
besonders in basalen Ganglien, im Thalamus und der Pons, charakterisiert durch mono-
nukleäre Infiltrate, Neuronophagie und mikroglialen Noduli, außerdem Lymphozyten und 
Plasmazellen im neuralen Parenchym, teilweise in der Nähe von Neuronen. Die In-situ-Hybri-
disierung und die Immunhistochemie zeigten zahlreiche Neuronen und Gliazellen positiv für 
BDV-RNA mit einer Korrelation zwischen Entzündungsläsionen und positiven Zellen. Anti-
körper im Blut wurden nicht gefunden (Degiorgis et al., 2000).    
2.2.4 Hund 
Der erste Bericht eines an BD erkrankten Hundes wurde 1998 in der Schweiz veröffentlicht 
(Weissenböck et al., 1998a). Eine zwei Jahre alte Husky-Hündin wurde 1994 mit schweren 
zentralnervösen Störungen eingeschläfert. Sie zeigte histologisch eine lymphozytäre 
Meningitis, perivaskuläre lymphozytäre Infiltrate, neuronale Nekrose im Neocortex, Allo-
cortex und Hippocampus, subpiale endotheliale Zellschwellung und fokale Gliose. Die 
Läsionen waren am schwersten im Lobus piriforme, rostralen Cortex, der periventrikulären 
grauen Substanz, im Hippocampus und Mesencephalon, geringer im occipitalen Neocortex, 
der Medulla oblongata und dem Kleinhirn. Während die Verteilung der BDV-Proteine in der 
Immunhistochemie der beim Pferd beobachteten ähnlich war (starke Immunrektion in Arealen 
mit schwerer Enzephalitis, in anderen Gebieten weniger diffus und begrenzt auf Gruppen von 
Zellen; Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten infiziert), waren die hier beobachteten  
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perivaskulären Zellansammlungen mit Infiltration der Entzündungszellen ins angrenzende 
Neuroparenchym ohne bedeutende neuronale Veränderungen auffallend anders und könnten 
von einer Ischämie des Cortex herrühren und nicht primär viraler Effekt sein. Einige Neurone 
hatten einzelne oder mehrere eosinophile intranukleäre Joest-Degen-Einschlußkörperchen.   
Von einem weiteren BDV-positiven Hund mit schwerer ZNS-Symptomatik wurde 2002 in 
Japan berichtet (Okamoto et al., 2002). Auch dieser drei Jahre alte Welsh Corgie zeigte histo-
logisch eine nicht-eitrige Enzephalomyelitis mit großen perivaskulären Infiltraten bestehend 
aus Lymphozyten, Makrophagen und Plasmazellen, fokaler Gliose und Neuronophagie.   
2.2.5 Tiermodelle 
Die experimentellen Infektionen von Versuchstieren mit BDV stellen wichtige und vielseitige 
Modelle für die Erforschung von Mechanismen von persistierenden Viren und Abwehr-
mechanismen des ZNS dar.    
2.2.5.1 Das Rattenmodell 
Die BDV-Infektion der Ratte ist das beliebteste experimentelle Modell, um die Pathogenese 
von BDV zu studieren (Gosztonyi und Ludwig, 1995; Stitz et al., 1995). Außerdem stellt sie 
ein wichtiges Modellsystem für die Erforschung immunvermittelter pathologischer Vorgänge 
in virusinduzierten neurologischen Krankheiten dar, für Mechanismen und Konsequenzen von 
Viruspersistenz im ZNS und für Strategien, mit denen Viren Verhaltens- und Neuroentwick-
lungsstörungen in der Abwesenheit von offensichtlicher Entzündung und Zytolyse im ZNS 
auslösen.  
Obwohl das klinische und pathologische Bild bei den adult, bzw. neugeboren intrazerebral 
infizierten Ratten immer ähnlich ausfällt und reproduzierbar ist, finden sich gewisse Unter-
schiede im Schwergrad und zeitlichen Verlauf der Krankheit abhängig von dem verwendeten 
Virusstamm, der Infektionsdosis und dem verwendeten Rattenstamm. So fanden sich 
schwerere klinische Symptome und mehr neuropathologische Veränderungen nach Infektion  
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mit der Maus-adaptierten Variante CRNP5 als bei Verwendung der Ratten-adaptierten CRP3 
(Nishino et al., 2002). Außerdem wurden mehr pathologische Veränderungen in neonatal 
infizierten Fisher Ratten als in Lewis Ratten festgestellt (Pletnikov et al., 2002b und 2002c). 
Die Infektion von entwöhnten Ratten mit niedrigen Dosen eines in der Zellkultur adaptierten 
BDV zeigte die typische BD, jedoch um circa einen Monat verzögert, während die Verwen-
dung einer hohen Dosis desselben nur eine milde Enzephalitis und keine typischen BD-
Symptome verursachte (Oldach et al., 1994).  
Bisher führten Routen der Inokulation, die dem Virus Zugang zu Nervenenden erlauben, ins-
besondere die intrazerebrale  und intranasale Route, zu einer Infektion bei Ratten (Übersicht 
in Jordan und Lipkin, 2001), während eine intravenöse Inokulation nicht in einer BDV-
Infektion resultierte (Carbone et al., 1987). Bei den meisten bisher durchgeführten Studien 
wurden die Tiere intrazerebral infiziert.   
2.2.5.1.1 Infektion immunkompetenter Ratten 
Die experimentelle Infektion von adulten Ratten ähnelt in vielerlei Hinsicht der natürlichen 
BD bei Pferden und Schafen. 
Die adult infizierte immunkompetente Ratte entwickelt eine immunvermittelte biphasische 
Verhaltensstörung. Apathie, Somnolenz und Depression folgen dem initialen aggressiven 
hyperaktiven Verhalten. Die chronische Phase ist charakterisiert durch einen stetigen Rück-
gang der inflammatorischen Reaktion trotz der kontinuierlich hohen Viruslast im ZNS.  
5-10 % der Tiere werden fettleibig (Obesitas) und erreichen bis zu 300% des normalen 
Körpergewichts (Ludwig et al., 1988). Diese Tiere zeigen außerdem eine lympho-monozytäre 
Inflammation des Hypothalamus, Hyperplasie von Pankreasinseln und erhöhte Glucose- und 
Triglyzerid-Werte im Serum. Das Auftreten des BDV-induzierten Obesitas Syndroms variiert 
mit dem Alter der Tiere, dem Zeitpunkt der Inokulation, dem genetischen Hintergrund der 
Wirtstiere und dem verwendeten Virusstamm (Gosztonyi und Ludwig, 1995). Ein Teil der 
adult-infizierten Tiere, die die akute Enzephalitis überleben, entwickeln die erwähnte Fett-
leibigkeit (Gosztonyi et al., 1991).  
Die Immunantwort befreit nicht vom Virus, die Entzündung klingt ab und Virus persistiert 
trotz hoher Titer von neutralisierenden Antikörpern in Serum und zerebrospinaler Flüssigkeit 
in überlebenden Tieren lebenslang in konstanten Mengen im ZNS (Hatalski et al., 1994; 
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Narayan et al., 1983a; Schneider et al., 1997). Das Virus persistiert in autonomen Nerven-
fasern und nahezu allen Geweben. Nicht-neuronale Zellen in Niere und Darm können in der 
späteren chronischen Phase infiziert werden (Stitz et al., 1998).  
Hohe virale Genexpression im limbischen System zusammen mit Astrozytose und neuronalen 
Strukturveränderungen innerhalb der Hippocampusformation sind die histopathologischen 
Hauptkennzeichen der BDV-Infektion. 
BDV-Antigen ist nach wenigen Tagen detektierbar und findet sich im Neuropil, Neuronen, 
neuronalen Fortsätzen, Astrozyten, Ependymzellen und Oligodendrozyten, aber nie in Ent-
zündungszellen (Herden et al., 2005). In Neuronen kann virales Antigen ab Tag 3-6 p.i. 
detektiert werden, in Astrozyten ab Tag 10 p.i. (Stitz et al., 1998). 
Das Auftreten von klinischen Anzeichen deckt sich zeitlich mit dem Auftreten einer entzünd-
lichen Reaktion mit einer Latenz von 2-4 Wochen bei allen Infektionsrouten (Carbone et al., 
1987; Deschl et al., 1990). Diese Entzündungsreaktion, die ihren höchsten Grad 30-40 Tage 
p.i. erreicht, führt zu neuronaler Destruktion, die in manchen Fällen zu einem Hydrocephalus 
führt. Sowohl CD4- als auch CD8-positive Zellen sind in den Zellinfiltraten präsent (Deschl 
et al., 1990) und ihre Elimination oder funktionale Blockade verhindert sowohl BDV-
induzierte Symptome als auch histopathologische Veränderungen im Gehirn (Bilzer und Stitz, 
1996; Stitz et al., 1991). 
Aus dem Gehirn akut erkrankter Tiere isolierte Lymphozyten erwiesen sich als MHC-I-
abhängige zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) und die Expression von MHC-I-Antigen wird 
in Astrozyten und Neuronen gefunden (Bilzer und Stitz, 1995; Planz et al., 1983). MHC-I-
abhängige CD8+
-T-Zellen repräsentieren Effektorzellen, die sowohl für die akute Krankheit 
(charakterisiert durch zelluläre Degeneration) als auch für die chronische Phase (charakteri-
siert durch kortikale Atrophie) verantwortlich sind (Bilzer und Stitz, 1994; Planz et al., 1983; 
Sobbe et al., 1997). Transfer-Experimente, bei denen Lymphozyten aus BD erkrankten Ratten 
isoliert und in immunsupprimierte infizierte Tiere transferiert wurden, zeigten, dass T-Zellen, 
die aus dem Gehirn gewonnen wurden, hohe lytische Aktivität gegen Zielzellen aufwiesen 
und BD in den Rezipienten verursachten. Dagegen zeigten Lymphozyten aus der Peripherie 
(Milz und zervikale Lymphknoten, nicht aus mesenterialem lymphoidem Gewebe) erst nach 
Restimulierung (Co-Kultivierung mit BDV-infizierten Fibroblasten) zytotoxische Aktivität 
und verursachten nach Transfer BD-ähnliche Symptome (Batra et al., 2003; Planz et al., 
1993; Sobbe et al., 1997). Der adoptive Transfer von BDV-N-spezifischen CD4-Zelllinien 
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erhöht oder verhindert die immunpathologische Krankheit, abhängig vom Zeitpunkt des 
Transfers relativ zur Infektion (Richt et al., 1989). Bei einem Impfversuch mit BDV-spezi-
fischen CD4+
-T-Zellen (Zelllinie ohne zytolytische Aktivität) vor der Infektion konnte die 
Infektion verhindert werden. Die Tiere zeigten nur eine geringgradige vorübergehende En-
zephalitis, kurzfristige Virusreplikation im Gehirn und konnten danach das Virus komplett 
eliminieren (Nöske et al., 1998). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass CD4+-T-Zellen zu 
der beobachteten Elimination des Virus unterstützend wirken, dass die Effektorzellen jedoch 
virusspezifische MHC-Klasse I restringierte zytotoxische CD8+-T-Zellen sind. Es ergaben 
sich für die Ratte Hinweise, dass die zytotoxische Aktivität der virusspezifischen T-Zellen 
Perforin-vermittelt ist (Sobbe et al., 1997). In Tieren mit Encephalitis bestand eine 
Korrelation zwischen dem Auftreten von CD8+-T-Zellen in Hirnläsionen und einer Auf-
regulierung der Perforin-mRNA.  
Neben einer Reaktion des spezifischen Immunsystems werden bei der Infektion der adulten 
Ratte auch Astrozyten und Mikroglia aktiviert. Astrogliose ist ab dem 24. Tag p.i. zu 
beobachten wie auch Zellen mit mikroglialer Morphologie (Herden et al., 2005; Deschl et al., 
1990), die IL-16-positiv sind, was für eine Aktivierung selbiger spricht und auch in Zu-
sammenhang mit der Aktivierung von CD4+-Zellen steht (Guo et al., 2003).   
Obwohl Antikörper gegen N und P, die während der akuten Phase der Krankheit gebildet 
werden, nicht neutralisierend sind (Furrer et al., 2001), steigen Antikörper mit neutralisieren-
der Kapazität nach der akuten Phase drastisch an (Hatalski et al., 1994) und spielen wahr-
scheinlich eine Rolle in der Restriktion des Virus auf neurales Gewebe (Stitz et al., 1998).   
Außerdem kommt es wahrscheinlich als Folge der Entzündung zu Veränderungen im Neuro-
transmittersystem, einschließlich Änderungen im Dopaminsystem, und Veränderungen der 
Menge von mRNA von Cholecystokinin, Glutamic acid decarboxylase und Somatostatin 
(Solbrig et al., 1996a; Lipkin et al., 1997). 
Bei adult intrazerebral infizierten Ratten konnte während der Entstehung der Enzephalitis ein 
progressiver Verlust von Cholin-Acetyltransferase- und Acetycholinesterase-Aktivität in 
Cortex und Hippocampus gezeigt werden (Gies et al., 1998 und 2001). Der Rückgang dieser 
Enzyme war in der präenzephalitischen Phase gering, wurde aber mit dem Auftreten einer 
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Entzündung signifikant und könnte unter anderem für die bei BD erkrankten Ratten beobach-
teten Symptome verantwortlich sein. Außerdem fanden Gies et al. (1998) schon ab Tag 6 p.i.  
geschwollene und degenerative Axone, die als Zeichen für gestörten axonalen Transport 
gelten. 
Korrelierend mit dem Grad der Entzündung und der Schwere der neurologischen Symptome 
erhöhen sich die mRNA-Mengen an IL-6, TNF-
 und iNO (Stitz et al., 1995).  
Wie auch bei Autismus (Anderson, 1994; Ernst et al., 1997), Schizophrenie (Cooper et al., 
1991) und affektiven Störungen (Hamner und Diamond, 1996; Kelsoe et al., 1996; Partonen, 
1996), stehen Störungen der Motorik und des Verhaltens in adulten BD-Ratten in Verbindung 
mit bestimmten Veränderungen der Dopamin-Systeme im ZNS (Solbrig et al., 1994, 1995, 
1996a, 1996b und 1998) und  Serotonin-Anomalitäten (Solbrig et al., 1995).   
2.2.5.1.2 Infektion immuninkompetenter Ratten 
Die Infektion neonataler Ratten verursacht eine lebenslang persistierende Infektion ohne 
offensichtliche Entzündungsreaktion und klinische Zeichen einer BD und wird auch als per-
sistierende tolerante Infektion bezeichnet (Bautista et al., 1994; Pletnikov et al., 2002a).  
Allerdings erfolgte in allen in der Literatur bisher beschriebenen Untersuchungen von 
immuninkompetenten neugeboren-infizierten Ratten die Infektion durch direkte intrazerebrale 
Injektion, die eine erhebliche Noxe für das betroffene Hirngewebe darstellt. Gleichzeitig ist 
davon auszugehen, dass die Deposition des Inokulats eine erhebliche lokale Schädigung des 
Gehirngewebes durch das Inokulationsvolumen verursacht und zu Gewebs- und 
Immunreaktionen führen kann.  
Die neonatal intrazerebral infizierten (NBI-) Tiere zeigen keine offensichtlichen Zeichen einer 
Infektion, sind aber bedeutend kleiner als Kontrolltiere und zeigen Emotions- und 
Lerndefizite wie zum Beispiel mangelhaftes räumliches Lernen und Gedächtnis (Rubin et al., 
1999), abnormale soziale Interaktionen (Pletnikov et al., 1998) sowie Anomalitäten in 
Physiologie und Neuroentwicklung wie zum Beispiel Hyperreaktivität auf neue Reize 
(Bautista et al., 1994; Dittrich et al., 1989; Hornig et al., 1999; Pletnikov et al., 1999b), 
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veränderte Schlaf-/Wach-Phasen und gesteigerten Appetit auf Salz. Wahrscheinlich entstehen 
diese Störungen aufgrund selektiver Schädigung spezifischer neuronaler Populationen 
(Bautista et al., 1994; Hornig et al., 2001; Pletnikov et al., 2002a), bzw. durch die selektive 
Schädigung bestimmter Regionen im Gehirn, insbesondere in Neocortex, Hippocampus und 
Kleinhirn (Bautista et al., 1995; Eisenman et al., 1999; Gonzalez-Dunia et al., 2000; Hornig 
et al., 1999; Weissenböck et al., 2000). Diese Regionen werden auch in neuropathologischen 
und MRI (Magnetic Resonance Imaging)- Studien in Zusammenhang mit Autismus gebracht 
(Gillberg, 1999; Lord et al., 2000; Trottier, 1999).  
Der Mechanismus der Wachstumshemmung bei NBI-Ratten ist noch unklar. Der Glukose-
spiegel und die Expression von Wachstumshormon und insulin-like growth factor-1 ist unver-
ändert (Bautista et al., 1994). Die Tiere haben verglichen mit Kontrolltieren eine normale 
Futteraufnahme, jedoch eine höhere relativ zur Körpergröße, was dafür spricht, dass die 
Wachstumshemmung von einem metabolischen Problem herrührt (Bautista et al., 1995; 
Levitsky und Strupp, 1995). Unterernährung kann grundsätzlich Verhaltensstörungen aus-
lösen (Levitsky und Strupp, 1995). Der Verdacht, dass die beobachteten Defizite bei NBI-
Tieren möglicherweise eine Folge der Unterernährung sind und nicht primär durch das Virus 
verursacht werden, konnte nicht bestätigt werden, da die klinischen Störungen und die patho-
logischen Veränderungen in experimentell BDV-infizierten und experimentell unterernährten 
Ratten unterschiedlich waren (de la Torre, 2002; Dietz und Pletnikov, 2003).   
Nach zwei Wochen p.i. kann virales Nukleoprotein im zerebralen und olfaktorischen Cortex 
und im Hippocampus detektiert werden. Purkinje Zellen (PCs) zeigen sich ab Tag 7 p.i. infi-
ziert (Bautista et al., 1995). Infiziert sind vor allem Neuronen, seltener Astrozyten, epen-
dymale Zellen und Oligodendrozyten. Mit vier bis sechs Wochen sind die Proteine stärker 
verteilt und nehmen dann zwischen der 28. und 52. Woche allmählich ab (Weissenböck et al., 
2000). Pletnikov et al. (2002b) stellten einen Missklang zwischen Virusreplikation und 
Schwere der Verhaltensanormalitäten fest. 
Die NBI-Tiere haben im Gegensatz zu den adult infizierten Ratten, bei denen BDV sich auf 
das zentrale und periphere Nervensystem beschränkt, detektierbares BDV in praktisch allen 
Geweben (Herzog et al., 1984; Morales, 1988; Morales et al., 1988). Dieser Unterschied kann 
durch die ausreichend lange Gabe neutralisierender Antikörper experimentell aufgehoben 
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werden. Die so behandelten Tiere hatten kein Antigen in organspezifischen Zellen der Peri-
pherie, sondern nur assoziiert in Nervenfasern (Stitz et al., 1998).   
Über den Nachweis von infektiösem Virus in Körpersekreten wie Urin und Speichel wurde 
berichtet (Morales et al., 1988; Nitzschke, 1963) und die persistent infizierten Tiere sind in 
der Lage, bei Kohabitation naive adulte Ratten anzustecken (Morales et al., 1988; Sauder und 
Staeheli, 2003). Dabei führte ein kurzer Kontakt (Stunden) nicht zur Ansteckung, während 
eine Kohabitation von ein oder mehr Tagen in den meisten Fällen bei den naiven Tieren zu 
einem Krankheitsausbruch nach fünf bis sechs Wochen führte.  Die Gabe von Urin der Trä-
gerratten direkt in die Nase von naiven Tieren, führte schon nach 24-30 Tagen zu ersten 
Krankheitserscheinungen (Sauder und Staeheli, 2003).  
Die Infektion interferiert mit der Entwicklung von Arealen des ZNS, die noch postnatal reifen 
und ist assoziiert mit Kleinhirnhypoplasie, fortschreitender Degeneration des Gyrus dentatus 
(DG) und  kortikaler Schrumpfung (Bautista et al., 1995; Gonzalez-Dunia et al., 2000; Hornig 
et al., 1999). Gonzalez-Dunia et al. (2000) beschreiben speziell den Verlust von Neuronen 
mit einem Diameter größer als 100µm in 45 Tage alten NBI-Lewis-Ratten, was mit den 
Beobachtungen von Apoptose von Pyramidenzellen im Neocortex übereinstimmt (Hornig et 
al., 1999).  
Das Kleinhirn zeigt eine normale Entwicklung bis zum Ende der ersten postnatalen Woche 
(Bautista et al., 1995). Mit 14 Tagen treten hier Anzeichen für verminderte Entwicklung, 
verkümmerte Größe und Blattbildung auf und das Kleinhirn ist zum Abschluss der ZNS-
Entwicklung (postnataler Tag 21) deutlich kleiner als bei Kontrollen mit Verschmälerung der 
Molekular- und Körnerzellschicht (Bautista et al., 1995; Hornig et al., 2001; Pletnikov et al., 
2002a). 
BDV infiziert Purkinje-Zellen (PCs) ab Tag sieben p.i., scheint aber die Granulozyten im 
Kleinhirn nicht zu infizieren (Bautista et al., 1995). Obwohl die PCs die Infektion anfänglich 
überleben, gehen viele infizierte PCs zwischen Tag 27 und 75 p.i. verloren (Bautista et al., 
1995; Eisenman et al., 1999; Zocher et al., 2000).  
Auch BDV-infizierte Neurone im DG werden fortschreitend zerstört (Hornig et al., 1999; 
Rubin et al., 1999; Sauder und de la Torre, 1999) und durch Gliazellen ersetzt (Carbone et al., 
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1991; Hornig et al., 1999; Zocher et al., 2000). Eine Reduktion der DG-Neurone wurde ab der 
dritten Woche beobachtet.  
Ebenso traten auch TUNEL-positive Zellen ab der dritten Woche auf, erreichten einen Höhe-
punkt nach vier Wochen und  fielen danach ab. Außerdem wird eine Hochregulierung der 
Genexpression von den pro-apoptotischen FAS und Caspase-1 und eine Herunterregulierung 
der mRNA des anti-apoptotischen bcl-x beschrieben (Weissenböck et al., 2000; Zocher et al., 
2000).  
Deutliche Mikrogliose und moderate Astrogliose erscheinen in allen Hirnregionen nach vier 
Wochen p.i. und sind präsent bis mindestens zur 52. Woche p.i. (Weissenböck et al., 2000).  
Bautista et al. (1995) und Carbone et al. (1991) beschreiben diffuse reaktive Astrozytose mit 
Gliose schon ab dem dritten Tag nach intrazerebraler Infektion. 
Aktivierte Mikroglia oder reaktive Astrozyten sind auch eine wahrscheinliche Quelle für die 
hochregulierte Genexpression proinflammatorischer Cytokine (Benveniste, 1997). 
Mit 4 Wochen p.i. wurde mononukleäre Inflammation in den Leptomeningen, perivaskulären 
Zwischenräumen und im Neuropil beobachtet (Weissenböck et al., 2000), die Mehrzahl da-
von waren T-Zellen (nicht-BDV-spezifische CD4+  und CD8+ Zellen in ungefähr gleichem 
Verhältnis), weniger NK-Zellen, Monozyten/Makrophagen und B-Zellen (Hornig et al., 1999; 
Weissenböck et al., 2000). Das transiente Auftreten von inflammatorischen Infiltraten war 
reproduzierbar und fiel mit dem Höhepunkt der neuronalen Apoptose zusammen. Aufgrund 
der Verteilung dieser Zellen ist es dennoch unwahrscheinlich, dass infiltrierende Zellen eine 
wesentliche Rolle in der Neuropathogenese spielen (Weissenböck et al., 2000). Außerdem 
zeigen neonatal thymektomierte und infizierte Ratten ohne Inflammation ein ähnliches Muster 
der Apoptose (Hornig und Stitz, unveröffentlicht; Weissenböck et al., 2000). 
Ebenfalls ab der vierten Woche p.i. wird MHC-I verglichen mit gesunden Kontrolltieren in 
höherem Grad in endothelialen Zellen, Mikrogliazellen und wenigen Astrozyten und 
Neuronen detektiert mit einem Höhepunkt zwischen der vierten und sechsten Woche p.i., ge-
folgt von einem Rückgang der MHC I-Expression. MHC-II ist in NBI-Ratten ebenfalls ab der 
vierten Woche p.i. erhöht und zusätzlich auf Mikroglia und Entzündungszellen zu finden 
(Weissenböck et al., 2000). Ab der vierten Woche p.i. zeigten NBI-Ratten eine deutlich er-
höhte CD4-Expression auf der Mehrzahl der aktivierten Mikroglia sowie OX-8-positive akti-
vierte Mikroglia (Weissenböck et al., 2000).  
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Chronische Hochregulierung von den proinflammatorischen Cytokinen IL-1
 und , IL-6 und 
TNF-  wird im ZNS von NBI- Ratten beobachtet (Hornig et al., 1999; Plata-Slaman et al., 
1999; Sauder und de la Torre, 1999), ebenso Veränderungen der Menge von detektierbarem 
Serotonin, Norepinephrin, Dopamin-2-Rezeptoren und HT (Hydroxytryptamin)-Rezeptoren, 
wobei Unterschiede in der Ausprägung zwischen Lewis- und Fisher-Ratten bestehen 
(Pletnikov et al., 2002c). 
Antivirale Antikörper werden in NBI-Ratten gefunden, aber diese zeigten keine neutra-
lisierende Aktivität (Stitz et al., 1998).  
Das Spektrum der Änderungen in Verhalten und Neuroentwicklung bei NBI-Ratten hat be-
merkenswerte Parallelen mit einigen der Hauptmerkmale von menschlichen neuro-
psychiatrischen Störungen. Dysgenese in Kleinhirn und Hippocampus (Carbone et al., 1991; 
Narayan et al., 1983a) ähneln den Störungen der Neuroentwicklung wie sie unter anderem bei 
Schizophrenie (Altshuler et al., 1987; Fish et al., 1992) und affektiven Krankheiten (Soares 
und Mann, 1997) beschrieben sind. 
Insbesondere stellen neonatal infizierte Lewis Ratten ein einzigartiges Modell für Autismus 
dar (Kemper und Bauman, 1993). Sie zeigen klare Verhaltensdefizite ähnlich einigen Kern-
merkmalen von autism spectrum disorders
 
(ASD) (Gillberg, 1999; Lord et al., 2000; Rapin 
und Katzman, 1998). Die BDV-induzierten Defizite zeigen starke Korrelation mit den 
Anomalitäten, die bei Kindern mit ASD vorkommen, einschließlich neuronaler Zellverlust in 
Kleinhirn und Hippocampus, Anomalitäten im Serotonin- und Norepinephrin-Neurotrans-
mitter-System und sozialem, emotionalem und kognitivem Verhalten (Bautista et al., 1994 
und 1995; Plata-Salaman et al., 1999; Pletnikov et al., 1999a, 1999b und 2000; Rubin et al., 
1999; Trottier et al., 1999; Tsai, 1999).  
Adult BDV-infizierte Ratten, die  medikamentös immunsupprimiert (Dexamethason-Be-
handlung) wurden, zeigen wie die immuninkompetenten neugeboren-infizierten Tiere weniger 
Klinik, Infiltrate und Entzündungszeichen als adult-infizierte Tiere ohne immun-
supprimierende Behandlung, mehr BDV-RNA und die Cytokine TNF- , MIF-1 , IL-6 und 
mob-1 sind hochreguliert. Es besteht der Verdacht, dass diese Cytokine durch einen direkten 
BDV-abhängigen Mechanismus hochreguliert werden und dass sie in ZNS-residienten Zellen  
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exprimiert werden (Morimoto et al., 1996).   
2.2.5.2 Das Mausmodell 
Die Infektion der Maus hat als Modell den Vorteil, leicht zugänglich für genetische Mani-
pulationen zu sein. So stehen eine Reihe verschiedener transgener und knock-out-Mäuse zur 
Verfügung. Beispielsweise konnte mit Hilfe von transgenen Mäusen die Rolle von IFN in 
vivo studiert werden, nachdem es in der Zellkultur einen hemmenden Effekt auf die BDV-
Replikation gezeigt hatte (Hallensleben und Staeheli, 1999). Es konnte gezeigt werden, dass 
transgen exprimiertes IFN-
 die Verbreitung von BDV im Gehirn potent inhibiert. Jedoch ist 
das IFN- / -System normalerweise in vivo nicht sehr effektiv, wahrscheinlich weil die natür-
liche BDV-induzierte IFN-Antwort zu schwach ist oder zu spät auftritt, um die Virusausbrei-
tung einzuschränken. Außerdem kann IFN- / die Balance zwischen Transkription und 
Replikation des viralen Genoms verändern (Staeheli et al., 2001).   
Mäuse sind leicht infizierbar und haben hohe Virustiter im Gehirn (Kao et al., 1984).  Bis vor 
kurzem nahm man an, dass Mäuse relativ resistent gegen die Krankheit sind und persistent 
infizierte Mäuse kaum detektierbare klinische Symptome entwickeln (Kao et al., 1984; Rubin 
et al., 1993), jedoch zeigten Studien, dass die BD durch die Adaption des Virus durch meh-
rere Passagen in Mäusen (Rubin et al., 1993) oder Infektion von spezifischen Wirtslinien 
(MRL-Mäuse) während der postnatalen Phase (Hallensleben et al., 1998) induziert werden 
kann. Dabei bilden sowohl krankheitsresistente als auch empfängliche Tiere Antikörper gegen 
BDV-Protein im Blut (Cserr und Knopf, 1992; Hallensleben et al., 1998).  
Infizierte Mäuse können nach intrazerebraler Infektion eine schwere Meningoenzephalitis 
oder eine symptomlose persistierende Infektion entwickeln, abhängig vom Virusstamm und 
dem Alter der Tiere zum Infektionszeitpunkt. MRL-Mäuse zeigen hohe Empfänglichkeit und 
entwickeln eine virusinduzierte neurologische Krankheit, während B10.BR oder F1-Mäuse 
meist trotz persistierender Virusinfektion des ZNS und virusspezifischer, aber nicht aktivier-
ter T-Zellen gesund bleiben (Hallensleben et al., 1998; Hausmann et al., 1999). Dies wird als 
immunologische Ignoranz  bezeichnet und definiert als ein Stadium, während dem potentiell 
reaktive T-Zellen trotz im Organismus vorhandenem Antigen nicht aktiviert sind (Hausmann 
et al., 1999). 
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Die meisten neonatal (innerhalb der ersten 24 Stunden) intrazerebral infizierten MRL-Mäuse 
zeigen schwere neurologische Symptome und eine schwere lymphozytische 
Meningoenzephalitis mit reduzierter Neuronenzahl und können schon früh an einer 
unphysiologischen Stellung der Hinterbeine identifiziert werden (Hallensleben et al., 1998). 
Die Krankheit schreitet rasch mit einer Verminderung des Körpergewichts um mehr als 20% 
innerhalb von vier Tagen fort. Einige Tiere sterben, andere erholen sich von der akuten Phase. 
Der Anteil an erkrankten Tieren, die die oben beschriebene BD entwickeln, variiert stark 
innerhalb der verschiedenen Mauslinien (Hallensleben et al., 1998). Das Auftreten von 
starken perivaskulären und parenchymalen lymphozytischen Infiltraten korreliert mit dem 
Ausbruch der Krankheitssymptome, gewöhnlich zwischen drei und sechs Wochen p.i. 
(Hallensleben et al., 1998). 
Keine oder nur geringe Virusmengen konnten im Gehirn in den ersten 15 Tagen gefunden 
werden, während BDV-RNA leicht ab Tag 20 detektiert werden konnte, nach etwa vier Wo-
chen ein Plateau erreichte und auf diesem Niveau für mindestens 12 Monate blieb. Dabei be-
stand in den meisten Fällen eine inverse Korrelation zwischen der Präsenz von hohen Virus-
mengen (RNA) und neurologischen Symptomen (Hallensleben et al., 1998). 
Astrozyten im Gehirn der NBI-Mäuse sind zwar geschwollen, aber diese Astrogliose ist nicht 
von einer erhöhten GFAP-Immunreaktivität begleitet (Hallensleben, 1998). 
Wie bei Ratten ist die Krankheit durch MHC-I-abhängige zytotoxische CD8+
-T-Zellen, die 
die Hilfe der CD4 +-T-Zellen-Subpopulation benötigen, vermittelt (Hallensleben et al., 
Hausmann et al., 1999 und 2005a). Obwohl die Perforin-vermittelte Lyse von Zielzellen als 
der antivirale Haupteffektormechanismus von CD8+-T-Lymphozyten gilt (Kagi et al., 1994; 
Smyth und Trapani, 1998; Trapani et al., 1999; van der Broeck und Hengartner, 2000), spra-
chen Experimente mit Perforin-defizienten Mäusen dagegen, dass das pathogenetische 
Potential von CD8+-Zellen bei BD primär in ihrer lytischen Aktivität liegt (Hausmann et al., 
2001). Mauslinien, die keine funktionsfähigen CD8+-Zellen generieren, entwickeln eine per-
sistente Infektion ohne Neuronenverlust, aber mit Lerndefiziten ähnlich wie bei NBI-Ratten 
(Sauder et al., 2001).  
Das BDV-N-Protein scheint dabei das Hauptziel der CD8-Immunantwort im ZNS der Maus 
zu sein. Für die Ratte war bereits 1999 gezeigt worden, dass das Nukleoprotein die Zielde-
terminante für zytotoxische T-Zellen darstellt (Planz und Stitz, 1999). Das entsprechende 
virusspezifische Peptid konnte ebenfalls identifiziert werden (Planz et al., 2001). Schamel et 
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al. (2001) identifizierten für die Maus das hochkonservierte Peptid TELEISSI auf dem BDV-
p40 als ein potentes zytotoxisches T-Zell-Epitop in BD-anfälligen Mausstämmen (H-2k-
Allel-assoziiert). In Experimenten mit Mäusen, die BDV-N in Astrozyten oder Neuronen 
exprimieren, zeigten sich allerdings keine Symptome oder Störungen, was dafür spricht, dass 
BDV-N allein nicht toxisch ist. Jedoch schienen diese Tiere eine immunologische Toleranz 
gegen diese Genprodukte zu entwickeln, da die N-spezifische CD8-Immunantwort bei 
späterer Infektion schwer gestört war (Rauer et al., 2004). Transgene Mäuse, die das 
Phosphoprotein P in Gliazellen exprimieren, entwickeln dagegen Verhaltens- und 
neurobiologische Störungen ähnlich denen in BDV-infizierten Mäusen, aber keine neuro-
degenerativen Veränderungen (Kamitani et al., 2003). 
Über vertikale Transmission in Mäusen wurde berichtet. Sechs Wochen alte Mäuse wurden 
infiziert und zur Zucht verwendet. Keine der Mütter zeigte Klinik oder histopathologische 
Veränderungen  im Untersuchungszeitraum. Bei den Feten, sieben Tage alten Welpen und in 
den Plazenten wurde BDV-RNA nachgewiesen (Okamoto et al., 2003).    
2.2.5.3 Experimentelle Infektion des Gerbils 
Experimentell neonatal infizierte Gerbile sind hoch empfänglich für BDV. Sie haben trotz 
akuter fataler neurologischer Störungen und starker Proliferation von BDV keine schweren 
neuroanatomischen Veränderungen wie Astrozytose, neuronale Degeneration und Neuronen-
verlust im Gehirn (Nakaruma et al., 1999b und 2000; Watanabe et al., 2001).  
Fast alle Gerbile, die am postnatalen Tag 1, bzw. 7 infiziert wurden, wiesen große Virus-
mengen im Gehirn auf und starben an Tag 30, bzw. 78 p.i., während solche, die an Lebenstag 
14 infiziert wurden, keine neurologischen Störungen zeigten (Lee et al., 2003) 
Nakaruma et al. (1999b) fanden Infiltrate in Bulbus olfactorius und Cortex und neuronale 
Degeneration im Bulbus olfactorius in NBI-Gerbilen an Tag 20 p.i. während bei NBI-Ratten 
keine Entzündungszeichen zu finden waren. BDV-mRNA findet sich zu Beginn der Infektion 
vor allem in Cortex, Hippocampus, Diencephalon und Kleinhirnmark, nach Auftreten der 
Symptome vor allem im unteren Hirnstamm und Kleinhirn (Watanabe et al., 2001).  
Während Antikörper gegen p10 und P (p24) im Blut regelmäßig zu finden sind, ist eine Ant-
wort gegen N (p40) sowohl in adult wie auch in neugeboren infizierten Gerbilen schwach  
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oder gar nicht ausgeprägt (Watanabe et al., 2001), was zu den fehlenden oder nur minimal 
ausgeprägten Entzündungsreaktionen passt, da frühere Studien zeigten, dass in Ratten eine 
Immunantwort gegen p40 für die Induktion einer Enzephalitis nötig ist (Planz und Stitz, 
1999). Sowohl mit Cyclosporin A behandelte als auch unbehandelte Gerbile bekamen 
schwere Symptome um Tag 22 p.i. und starben um Tag 30, aber Apoptose (TUNEL-
Methode) wurde nicht detektiert. Im Unterschied zu der Infektion der Ratte gab es keinen 
Verlust von Purkinje Zellen, die bei Gerbils bemerkenswerterweise auch erst im gereiften 
Kleinhirn, also ab der dritten Woche p.i. infiziert werden. Während die Behandlung mit 
Cyclosporin A keinen Einfluss auf die Virusreplikation hatte, war ein Unterschied in der 
Cytokinexpression zu erkennen: Hier waren bei unbehandelten IL-1
, IL-1 und IFN- 
deutlich erhöht, bei behandelten IL-1  und IFN- erniedrigt (Watanabe et al., 2003).   
2.2.6 Mensch 
Neben der Ähnlichkeit der Anomalitäten in experimentell infizierten Versuchstieren zu denen 
bei einigen neuropsychiatrischen Krankheiten des Menschen, führte die Detektion von viraler 
RNA und Antikörpern gegen BDV-Proteine in peripheren mononukleären Blutzellen von 
psychiatrischen Patienten zu der Annahme, dass BDV im Zusammenhang mit menschlichen 
neuropsychiatrischen Krankheiten steht.  
Der erste Bericht über die Detektion von BDV-Antikörpern in Menschen erschien 1985 bei 
Patienten mit Depression und psychiatrischen Störungen (Amsterdam et al., 1985). Über den 
Nachweis von BDV-Antigen in Populationen peripherer mononukleärer Blutmonozyten von 
hospitalisierten psychiatrischen Patienten wurde erstmals 1994 berichtet (Bode et al., 1994).  
Jedoch ist es schwierig, bestimmte Risikogruppen zu identifizieren, da keine einzelne 
psychiatrische Störung mit BDV assoziiert wird, sondern viele verschiedene Krankheiten in 
Zusammenhang mit dem Virus gebracht werden.  Ob der Mensch sich mit BDV infizieren 
kann und ob ein kausaler Zusammenhang zwischen der Infektion und psychiatrischen 
Störungen besteht, wird immer noch sehr kontrovers diskutiert.  
Chalmers et al. (2005) werteten 44 Studien zur Prävalenz beim Menschen aus verschiedenen 
Ländern wie den USA, Deutschland, Österreich, Japan, Taiwan, Thailand und Israel aus und 
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fanden große Unterschiede zwischen den Resultaten der verschiedenen Studien. Die unter-
suchten Menschen bestanden in den meisten Berichten jeweils aus einer bestimmten 
Patientengruppe und einer oft schlecht beschriebenen und fraglichen Kontrollgruppe. Sero-
prävalenz (Aussage über Exposition zu BDV) und Prävalenz (Aussage über momentane In-
fektion) variierten zwischen 0% und 48% in einer einzelnen Studie von HIV-Patienten in 
Thailand. Die höchste Virusprävalenz war 82% in elf Gehirnen von schizophrenen Patienten.  
Schwemmle und Billich (2004) geben in ihrer Übersicht eine Seroprävalenz von 0,6-45% bei 
Patienten und 0-3,5% bei gesunden Kontrollen an (Jordan und Lipkin, 2001;  Schwemmle, 
2001).  
In den Prävalenzstudien wurde verschiedenes Ausgangsmaterial (Plasma, Zerebrospinal-
flüssigkeit, Hirngewebe und andere) und verschiedene Methoden  (IFA, Western Blot, 
ELISA, PCR, RT-PCR und andere) verwendet und die untersuchten Gruppen wurden nach 
unterschiedlichen Kriterien in unterschiedlichen geographischen Gebieten ausgewählt, so dass 
wie auch bei den Prävalenzstudien bei Pferd, Katze und anderen Tieren die Vergleichbarkeit 
der Studien fraglich ist. 
Die beim Menschen gefundenen BDV-Antikörper haben eine niedrige Avidität zum Antigen 
(Allmang et al., 2001). Dies ist typisch für kreuzreagierende Antikörper und für Antikörper, 
die in einer frühen Infektionsphase gebildet werden. Da es beim Menschen bei Langzeit-
studien von ein bis vier Jahren nicht zu einer Maturation der Antikörper zu solchen mit hoher 
Avidität kam (Allmang et al., 2001) und beim Pferd und Schaf die Antikörper mit hoher 
Avidität an das BDV-Antigen binden (Billich, 2002; Allmang et al., 2001), war eine Kreuz-
reaktivität naheliegend, was das zoonotische Potential von BDV in Frage stellte. Jedoch 
konnten Billich et al. (2002) mit Hilfe eines Peptide-array-based Screening-Test zur weiteren 
Identifizierung der Antikörper widerlegen, dass es sich um Antikörper handelt, die gegen ein 
anderes Pathogen gerichtet sind.  
ECLIA- und Western Blot-Analysen mit rekombinanten Formen der zwei viralen Haupt-
proteine N und P ergaben, dass die Reaktivität von humanen Antikörpern oft nur gegen eines 
der beiden Proteine gerichtet sind, anders als in natürlich infizierten Pferden, bei denen nor-
malerweise Antikörper gegen beide Proteine nachgewiesen werden können (Fukuda et al., 
2001; Waltrip et al., 1995; Yamaguchi et al., 1999). 
Auch wird immer wieder kritisiert, dass PCR-positive Ergebnisse Folge einer Labor-
Kontamination sein können (Schwemmle et al., 1999; Bode et al., 2000). Auf der anderen 
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Seite wurden neue Isolate gefunden, die sich mit den bekannten Markern  nicht darstellen 
lassen, und die Variation und Verbreitung von BDV könnte größer sein als bisher ange-
nommen wurde (Nowotny und Kolodziejek, 2000).  
Die neue Entdeckung von zirkulierenden Immunkomplexen (CICs) und Antigen (N und P) im 
Plasma als charakteristische Marker für aktivierte BDV-Infektionsstadien (Bode et al., 2001) 
könnte eine neue Richtung in klinischer Forschung von BDV-Infektionen beim Menschen 
sein und gibt Zukunftsmöglichkeiten für epidemiologische Studien. Eine Untersuchung von je 
3000 Seren von Menschen und Pferden über vier Jahre mit neuen Enzym-Immunassays 
(EIAs) ergab, dass BDV-CICs eine zehnmal höhere Infektionsrate als vorherige Serologie-
studien anzeigen (Rott et al., 1985; Bode, 1995). Das Vorhandensein dieser CICs  könnte 
auch eine mögliche Erklärung für den von Zimmerman et al. (1994) berichteten Mangel an 
Persistenz von BDV-Antikörper bei natürlichen Infektionen sein, da CICs mit freien Anti-
körper und Antigen interagieren.   
Ein diagnostischer Goldstandard-Test fehlt bisher genauso wie langfristige Studien, um mehr 
über eine serologische Antwort und den klinischen Verlauf von seropositiven Patienten 
herauszufinden.  
Material und Methoden 
34  
3 Material und Methoden 
3.1  Material  
3.1.1 Tiere 
Bei den Tieren handelt es sich um Lewis Ratten aus der Versuchstierzucht des Friedrich-
Loeffler-Instituts des Bundesforschungsinstituts für Tiergesundheit in Tübingen.   
3.1.2 Virus 
Zur Infektion der Ratten wurde die 5. Rattengehirn Passage  des BDV-Strang He/80 
verwendet (Planz et al., 2003).   




- BDV p38 Mouse-anti-BDV p38 protein      1:500 
- CD8 Serotec MCA48R, mouse anti rat CD8 Alpha, 
clone Number MRC OX8 
     1:100 
- CD45 Serotec MCA53R, mouse anti rat CD45RC, 
clone Number MRC OX-22 
     1:200 
- CD68 Serotec MCA341R, mouse anti rat CD68, clone 
Number ED-1 
     1:100 
- GFAP Dako Cytomation Z0334, polyclonal rabbit anti-
Glial Fibrillary Acidic Protein 
     1:3000 
- NF Monosan MON 3004, Human Neurofilament, 
clone 2F11 
     1:50 
- Vimentin Bio genex AM074-10M, mono clonal mouse 
anti Vimentin, clone V9 
     1:100 
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Sekundärantikörper:    
- horse-anti-mouse biotinylated anti-mouse IgG (H+L), rat 
absorbed, affinity purified, made in horse, 
Vector BA-2001 
1:50 
Normalserum:    
- normal horse serum normal horse serum, Vector, S 1966 1:100   
3.1.4 Chemikalien, Lösungen, Puffer  
3.1.4.1 Chemikalien und Lösungen für Standardfärbungen  
1.  Hämalaun: 
Mayers Hämalaunlösung, MERCK 9249    
2.  Eosin:  
Eosin G 1%, Cerstistain , MERCK 15935  
3.  KV-Lösung:  
1 g Kresylviolett (Merck 5235) und 2 ml 20%-iger Essigsäure in 100 ml Aqua dest.  
(B. Braun) gelöst.  Die Lösung wird kurz vor Gebrauch filtriert.   
3.1.4.2 Chemikalien und Lösungen für immunhistochemische Färbungen 
Es wurde soweit nicht anders angegeben die gleiche Zusammensetzung der Lösungen bei 
allen immunhistochemischen Färbungen verwendet.   
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1.  PBS-Puffer (modifiziert nach Wood und Warnke, 1981) :   
70,13 g Na Cl (Merck 6404)   
13,80 g NaH
2PO4 (Merck 6346)   
54,40 g K2HPO4 (Merck 5104)   
48 ml NaOH 1N (Merck 9956) 
auf 10 l Aqua dest. (B. Braun) aufgefüllt und ggf. mit 1-normaler NaOH  auf einen pH 
von 7,6 eingestellt  
2.  PBSA-Puffer:   
Albumin (bovine, fraction V, Sigma A-3294), 1%ig in PBS-Puffer  
3.  Tween-Puffer:   
1,5 ml Tween® (Dako Tween® 20, S 1966) in 1 l PBS-Puffer  
4.  Hämalaun:   
1 g Hämatoxylin (Merck 4302)   
0,2 g Na-Jodat (Merck 6525)   
50 g Al-K-Sulfat (Merck 1047)   
50 g Chloralhydrat (Merck 2811)   
1 g Citronensäure (Merck 244) 
auf 1 l Aqua dest. (B. Braun) aufgefüllt, vor Gebrauch mindestens eine Woche stehen  
lassen  
5. Citratpuffer: 
Dako Cytomation Target Retrieval Solution 10x Concentrate S 1699, 1:10 in  
Aqua dest. gelöst und auf pH 6 eingestellt   
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6.  Auf-/absteigende Alkoholreihe:   
- 70 %iger Alkohol (Ethanol 70 % (V/V) mit 1 % Petroläther vergällt)    
- 96 %iger Alkohol (Ethanol 96 % (V/V) mit 1 % Petroläther vergällt)   
- 100 %iger Alkohol (Ethanol 99,5 % (V/V) mit 1 % Petroläther vergällt)   
- Xylol (Merck 8685)  
7.  ABC (Avidin-Biotin-Komplex):  
Kurz vor Gebrauch Ansetzen der Gebrauchslösung. Mischung der Lösungen  
A:B:PBS-Puffer im Verhältnis 1:1:50 des Reaktionskits Vector Vectastain ABC Kit 
PK-4000  
8.  DAB (3,3
-Diaminobenzidin):  
Kurz vor Gebrauch Anzetzen der Gebrauchslösung. Mischen der Lösungen Substrate  
Buffer : DAB+Chromogen (X50) im Verhältnis 50:1 (Dako K 5007); bis zur  
Verwendung gekühlt und lichtgeschützt aufbewahren  
9.  1 %-iges H2O2-Methanol: 
10 ml 30 %iges H2O2 (Merck 7200) in 290 ml Methanol (Merck 6009) zum Blocken 
der endogenen Peroxidase   
10.  UltraTek Kit: 
Lösung 1: Sky Tek Laboratories ABN 999, UltraTek Anti-Polyvalent Biotinylated  
     Antibody 
Lösung 2: Sky Tek Laboratories ABN 999, UltraTek HRP  
11.  1 %-ige Pronase-Lösung: 
Merck 7433 Pronase E (aus Streptomyces griseus) 0,1 g in 100 ml PBS gelöst    
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3.2 Methoden  
3.2.1 Infektion  
Die Infektion der untersuchten Tiere erfolgte über die aerogene Route. Hierfür wurden die 
Ratten innerhalb der ersten 18 Stunden nach der Geburt dem Aerosol einer virushaltigen 
Gehirnsuspension in einer Begasungskammer ausgesetzt. Die in Tabelle 1 angegebene Virus-
dosis wurde mit 10%iger Hirnsuspension auf  1,5-2 ml aufgefüllt. Für die Generierung der 
Aerosole wurde der Nebulizer der Firma Pari verwendet, der Aerosole mit einer Partikelgröße 
erzeugt, die optimal für die Deposition in den unteren und oberen Atemwegen ist (100% der 
Partikel kleiner als 10 µm im Durchmesser, 60% kleiner als 2,5 µm im Durchmesser und 52% 
kleiner als 1,2 µm im Durchmesser).  
Die neugeboren-infizierten Tiere sowie ggf. Sentinels (nicht-infizierte Tiere) blieben nach 
erfolgter Infektion bis zur Geschlechtsreife mit ihren Wurfgeschwistern bei der Mutter, danach 
wurden sie nach Geschlechtern getrennt gehalten.   
3.2.2 Gewebsentnahme und Präparation 
Die Tiere wurden in tiefer Narkose durch Exartikulation des Atlantookzipitalgelenks getötet. 
Nach Absetzen des Kopfes wurde das Gehirn dem Schädel entnommen und in 4 %iges 
Formaldehyd überführt.   
3.2.3 Einbetten 
Die in 4%igem Formaldehyd konservierten Gehirne wurden mit einer Skalpellklinge in der 
Medianen geteilt und jeweils eine circa 3 mm dicke Scheibe von median nach lateral der 
rechten Gehirnhälfte wurde in eine Kunststoff-Einbettungskapsel verbracht. Die Ent-
wässerung und Durchtränkung des Gewebes mit flüssigem Paraffin (Merck, Paraffinpastillen, 
Erstarrungspunkt etwa 56°-58°C für Histologie) erfolgte maschinell mit dem Autotechnicon 
Shandon Citadel 1000.  
Material und Methoden 
39  
Das Ausgießen der Präparate wurde manuell am Shandon Histocentre 2 vorgenommen, so 
dass die Mediane der Gehirnscheiben auf den entstandenen ausgehärteten Paraffin-Blöcken 
oben, also auf der Schnittfläche zu liegen kam. So entstanden Längsschnitte der rechten 
Gehirnhälfte von median nach lateral.  
Die erstellten Paraffin-Blöcke wurden bei Raumtemperatur (RT) gelagert und einige Stunden 
vor dem Schneiden bei 4°C gekühlt.   
3.2.4 Paraffinschnitte 
Von den bei 4°C gekühlten Paraffin-Blöcken wurden mit dem Reichert-Jung Histoslide 2000 
je Block circa 30 2µm starke Schnitte gefertigt und auf ein Wasserbad (Aqua dest., RT) ver-
bracht. Anschließend wurden diese zum Strecken der Schnitte einige Sekunden auf ein 47°C 
warmes Wasserbad (Aqua dest.) gelegt und von diesem auf spezielle Objektträger (OTs) 
(Menzel-Gäser, SuperFrost® Plus, J 1800 AMNZ) aufgezogen. Die OTs wurden dann  über 
Nacht in einem Wärmeschrank bei circa 51°C getrocknet und bis zur weiteren Verwendung in 
staubgeschützten Kästen bei RT gelagert.   
3.2.5  Entparaffinieren 
Das Entparaffinieren der angefertigten Schnitte wurde bei allen Standardfärbungen und 
immunhistochemischen Methoden vor der weiteren Bearbeitung in gleicher Weise 
vorgenommen.   
Durchführung bei RT:  
1.  Xylol              12-15 min 
2.  100 %iger Alkohol (99,5% (V/V) mit 1% Petroläther vergällt)         ca.10 sec 
3.  OTs trocknen lassen              ca. 5 min 
4.  96%iger Alkohol (96% (V/V) mit 1% Petroläther vergällt)        ca. 10 sec 
5.  70%iger Alkohol (70% (V/V) mit 1% Petroläther vergällt)        ca. 10 sec 
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6.  Aqua dest. bis zur weiteren Behandlung   
3.2.6 Standardfärbungen 
Standardfärbungen ermöglichen eine Übersicht über das zu untersuchende Gewebe und geben 
Hinweise auf pathologische Veränderungen. So können entzündliche Infiltrate, Blutungen, 
Veränderungen der Zelldichte und einige morphologische Veränderungen bestimmter 
Zellarten erkannt werden. Außerdem kann anhand bestimmter anatomischer Strukturen 
insbesondere der Form und Ausbreitung der Ventrikel die Schnittebene ungefähr bestimmt 
werden.  
Die Standardfärbungen Hämatoxylin-Eosin (HE) und Kresyl-Violett (Nissl, KV) wurden bei 
den Gewebeproben aller Tiere durchgeführt.   
3.2.6.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung  
Der Hämatoxylin-Eosin-gefärbte Schnitt bietet die einfachste und schnellste Möglichkeit zur 
Beurteilung des Hirngewebes. Zellkerne erscheinen blauviolett durch Affinität ihres negativ 
geladenen Nukleinsäurematerials zum basischen blauen Farbstoff Hämatoxylin. Zytoplasma 
und Neuropil färben sich durch den Farbstoff Eosin rosa.   
Durchführung aller Färbeschritte nach dem Entparaffinieren bei RT:  
1.  Hämalaun           5 min 
2.  Bläuen in Leitungswasser         4 min 
3.  1 %iges Eosin          1 min 
4.  Mehrfach spülen in Leitungswasser 
5.  Aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %, reiner Ethanol, s.a. Entparaffinieren) je ca. 10 sec 
6.  Xylol           2 min 
7.  Eindecken 
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3.2.6.2 Kresyl-Violett-Färbung (KV, Nissl-Färbung) 
Die Nissl-Färbung wird vor allem zur Beurteilung der Nervenzellen und zur Einschätzung der 
Zelldichte verwendet. Hierbei färben sich Zellkerne dunkelblau und die im Zytoplasma der 
Nervenzellen vorkommenden Nissl-Schollen (auch Tigroidschollen) blau oder blauviolett. 
Das Zytoplasma von Gliazellen zeigt sich blassblau, während Zellfortsätze ungefärbt bleiben.   
Durchführung aller Färbeschritte nach Entparaffinieren bei RT:  
1.  KV-Lösung          5 min 
2.  Spülen in Aqua dest.         
3.  96 %iges Ethanol mit 1-2 Tropfen Eisessig versetzt     1 min 
4.  Aufsteigende Alkoholreihe (70 %, 96 %, reiner Ethanol, s.a. Entparaffinieren) je ca. 10 sec 
5.  Xylol           2 min 
6.  Eindecken   
3.2.7 Immunhistochemische Färbungen 
Immunhistochemische Färbungen dienen dem qualitativen und quantitativen Nachweis von 
bestimmten Proteinen und Zellen und der  Bestimmung ihrer Verteilung und Lokalisation im 
Gewebe.  
Die immunhistochemischen Färbungen erfolgten nach institutsinternem Färbeschema. Die 
geeignete Verdünnung war vorher in Verdünnungsreihen (ggf. orientiert nach den Angaben 
des Herstellers) ermittelt worden. Die Verdünnungsstufe wurde gewählt, welche 
größtmögliche spezifische Färbeintensität bei kleinstmöglicher Hintergrundfärbung lieferte. 
Da bei den verschiedenen Antikörpern (Ak) eine unterschiedliche, bzw. keine besondere 
Vorbehandlung der Gewebeschnitte notwendig ist, werden die Protokolle hier getrennt 
aufgeführt.  
Zum Bedecken der OTs zum Schutz vor Austrocknung wurde bei einigen Schritten Parafilm 
(Parafilm M ®, Pechiney Plastic Packing, PM-996) verwendet.  
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3.2.7.1 Darstellung von Gehirnzellen 
Zur Darstellung bestimmter Gehirnzellen kann der immunhistochemische Nachweis  
spezifischer Intermediärfilamente dienen. Dabei handelt es sich um Zellkomponenten aus 
faserigen Polypeptiden mit einem Durchmesser von etwa 8-10 nm. Die genaue biologische 
Bedeutung ist nicht bekannt, jedoch werden sie als wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts 
angesehen. Die verschiedenen Intermediärfilamente sind mehr oder weniger spezifisch für 
bestimmte Zellen oder Zellgruppen oder einem bestimmten Reifegrad einer Zellart und 
werden zur Typisierung dieser herangezogen. Auch kann der Grad der Expression in manchen 
Fällen Hinweise auf pathologische Vorgänge geben.   
3.2.7.1.1 Astrozyten 
Das fibrilläre saure Gliaprotein (GFAP) ist ein 50 kDa großes intrazytoplasmatisches 
filamentöses Protein, welches einen Anteil des Zytoskeletts in Astrozyten bildet (Bignami et 
al., 1972; Ludwin et al., 1976; Uyeda et al., 1972) und gilt als spezifischer Marker für Zellen 
mit astrozytischer Herkunft.  
Bei krankhaften Prozessen im Gehirn, wie Traumata, Infektionen oder Vergiftungen, 
reagieren Astrozyten sehr schnell mit Proliferation und zeigen eine extensive Hypertrophie 
des Zellkörpers und der Prozesse, GFAP ist deutlich hochreguliert. 
Zum Nachweis des GFAP wurde ein polyklonaler Antikörper verwendet und das UltraTek 
Ready-To-Use-Kit.  
Durchführung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):  
1. Entparaffinieren  
 
2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem  96 %-igem 
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidase in 1 %-igem H2O2-
Methanol   
25 min
3. Vom Aqua dest. in Tween-Puffer, mehrmals spülen  
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4. OTs mit ca. 100 µl Primär-Ak-Lösung (rabbit anti-GFAP, 1:3000 mit 
PBSA verdünnt) pro OT beschichten, mit Parafilm bedecken und in 
eine feuchte Kammer verbringen  
40-50 min
 
5.  Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
6. Mit ca. 300 µl UltraTek Lösung 1 pro OT beschichten und in eine 
feuchte Kammer verbringen  
15 min
7. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
8. Mit ca. 300 µl UltraTek Lösung 2 pro OT beschichten und in eine 
feuchte Kammer verbringen  
15 min
9. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
10. Mit ca. 300 µl frisch angesetzter DAB-Lösung pro OT beschichten, 
Dauer je nach Intensität der sichtbaren Braunfärbung  
1-20 min
11. Stoppen der Färbereaktion durch Spülen mit Aqua dest.  
12. Gegenfärbung mit Hämalaun  4 min
13. Bläuen in Leitungswasser  3-5 min
14. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe   jeweils ca. 20 sec
15. Eindecken 
 
3.2.7.1.2 Unreife und reaktive Astrozyten 
Vimentin bildet das Zytoskelett von mesenchymalen Zellen einschließlich Fibroblasten, 
Chondrozyten, Osteozyten, Endothelien und weißen Blutkörperchen (Franke und Moll, 1987). 
Auch wird es in unreifen Astrozyten exprimiert (Bignami et al., 1982) und findet sich im 
adulten Gehirn vermehrt bei reaktiver Astrogliose (Norenberg, 1994; Schiffer et al., 1986; 
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Stringer, 1996). Man nimmt an, dass während der Zellreifung Vimentin durch GFAP ersetzt 
wird und in einem gewissen Zeitraum während der Reifung beide Filamente koexprimiert 
werden (Galou et al., 1996). 
Hier wurde ein monoklonaler Ak verwendet, der an ein 57 kDa großes Filament bindet.  
Durchführung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):  
1. Entparaffinieren  
 
2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidase in 1 %-igem H2O2-
Methanol   
25 min
3. Vom Aqua dest. in Citratpuffer im vorgeheizten Dampfgarer (Braun 
Multi Gourmet)  
20 min
4. Wässern in Leitungswasser  ca. 5 min
5. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
6.  Mit ca. 300 µl Pferde-Normalserum-Lösung (1:100 mit PBSA-Puffer 
verdünnt) pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
5. Serum abkippen, die OTs mit ca. 100 µl Primär-Ak-Lösung (mouse-
anti Vimentin, 1:100 mit PBSA verdünnt) pro OT beschichten, mit 
Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen   
über Nacht 
bei 4°C
6. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
7. Mit ca. 100 µl Sekundär-Ak-Lösung (horse-anti-mouse IgG) pro OT 
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
8. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
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9. Mit ca. 100µl frisch angesetzter ABC-Lösung pro OT beschichten, 
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen  
1 h
 
10. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
11. Mit ca. 300 µl frisch angesetzter DAB-Lösung pro OT beschichten, 
Dauer je  nach Intensität der sichtbaren Braunfärbung  
1-20 min
12. Stoppen der Färbereaktion durch Spülen mit Aqua dest.  
13. Gegenfärbung mit Hämalaun  4 min
14. Bläuen in Leitungswasser  3-5 min




Neurofilament (NF) ist ein Intermediärfilament, das nahezu spezifisch für Neuronen ist. 
Der monoklonale Ak markiert die 70 kDa und 200 kDa großen Polypeptide des 
Neurofilaments.  
Durchführung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):  
1. Entparaffinieren  
2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidase in 1 %-igem H2O2-
Methanol   
25 min
3. Vom Aqua dest. in Citratpuffer im vorgeheizten Dampfgarer (Braun 
Multi Gourmet) 
20 min
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4. Wässern in Leitungswasser  ca. 5 min
 
5. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
6.  Mit ca. 300 µl Pferde-Normalserum-Lösung (1:100 mit PBSA-Puffer 
verdünnt) pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
5. Serum abkippen, die OTs mit ca. 100 µl Primär-Ak-Lösung (mouse-
anti-Human Neurofilament, 1:50 mit PBSA verdünnt) pro OT 
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer 
verbringen   
über Nacht 
bei 4°C
6. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
7. Mit ca. 100 µl Sekundär-Ak-Lösung (horse-anti-mouse IgG) pro OT  
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
8. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
9. Mit ca. 100µl frisch angesetzter ABC-Lösung pro OT beschichten, 
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen  
1 h
10. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
11. Mit ca. 300 µl frisch angesetzter DAB-Lösung pro OT beschichten, 
Dauer je  nach Intensität der sichtbaren Braunfärbung  
1-20 min
12. Stoppen der Färbereaktion durch Spülen mit Aqua dest.  
13. Gegenfärbung mit Hämalaun  4 min
14. Bläuen in Leitungswasser  3-5 min
15. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe   jeweils ca. 20 sec






3.2.7.2 Nachweis von BDV-Antigen 
Der hier verwendete Primär-Ak richtet sich gegen das BDV-Nukleoprotein p38. Dieses wird 
vom BDV vom offenen Leserahmen ORF 1 codiert und kommt außer als p38 auch noch in 
der Isoform p40 vor.  
Durchführung  der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):  
1. Entparaffinieren  
2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidase in 1 %-igem H2O2-
Methanol   
25 min
3. Vom Aqua dest. in Tween-Puffer, mehrmals spülen  
4.  Mit ca. 300 µl Pferde-Normalserum-Lösung (1:100 mit PBSA-Puffer 
verdünnt)  pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
5. Serum abkippen, die OTs mit ca. 100 µl Primär-Ak-Lösung pro OT 




6. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
7. Mit ca. 100 µl Sekundär-Ak-Lösung (horse-anti-mouse IgG) pro OT  
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
8. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
9. Mit ca. 100µl frisch angesetzter ABC-Lösung pro OT beschichten, 
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen 
1 h




Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
11. Mit ca. 300 µl frisch angesetzter DAB-Lösung pro OT beschichten, 
Dauer je  nach Intensität der sichtbaren Braunfärbung  
1-20 min
12. Stoppen der Färbereaktion durch Spülen mit Aqua dest.  
13. Gegenfärbung mit Hämalaun  4 min
14. Bläuen in Leitungswasser  3-5 min




Die immunhistochemischen Färbungen zur Darstellung von CD45+-Lymphozyten, CD8+-
Lymphozyten und Mikroglia/Makrophagen dienten zur Einschätzung der Immunreaktion des 
Gehirns und der Subtypisierung der vor allem in Infiltraten vorkommenden Lymphozyten. 
Der Nachweis von CD45 +- und CD8+ Lymphozyten erfolgte durch den Einsatz CD-
spezifischer Primärantikörper, für die Identifikation der Mikroglia/Makrophagen wurde der 
Ak-Klon ED1 verwendet, der als Homolog zum menschlichen CD68 gilt.   
3.2.7.3.1 CD45-positive Lymphozyten 
Dieser Ak richtet sich gegen das Ratten CD45RC, die hochmolekulare Form des LCA 
(leucocyte common antigen). Dieses wird von B-Zellen exprimiert, von ca. 50 % der 
Knochenmarkszellen, von allen CD8+ T-Zellen und es spaltet CD4+ Zellen in zwei 
Populationen, den CD4+CD45RChigh (TH1-like) und den CD4+CD45RClow (TH2-like) 
(Angaben der Ak-herstellenden Firma).   
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Durchführung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):  
1. Entparaffinieren  
 
2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidase in 1 %-igem H2O2-
Methanol   
25 min
3. Vom Aqua dest. in Citratpuffer im vorgeheizten Dampfgarer (Braun 
Multi Gourmet)  
20 min
4. Wässern in Leitungswasser  ca. 5 min
5. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
6.  Mit ca. 300 µl Pferde-Normalserum-Lösung (1:100 mit PBSA-Puffer 
verdünnt)  pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
5. Serum abkippen, die OTs mit ca. 100 µl Primär-Ak-Lösung (mouse-
anti-rat CD45, 1:200 mit PBSA verdünnt) pro OT beschichten, mit 
Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen  
über Nacht 
bei 4°C
6. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
7. Mit ca. 100 µl Sekundär-Ak-Lösung (horse-anti-mouse IgG) pro OT  
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
8. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
9. Mit ca. 100µl frisch angesetzter ABC-Lösung pro OT beschichten, 
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen  
1 h
10. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
11. Mit ca. 300 µl frisch angesetzter DAB-Lösung pro OT beschichten, 
Dauer je  nach Intensität der sichtbaren Braunfärbung 
1-20 min




Stoppen der Färbereaktion durch Spülen mit Aqua dest.  
13. Gegenfärbung mit Hämalaun  4 min
14. Bläuen in Leitungswasser  3-5 min
15. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe   jeweils ca. 20 sec
16. Eindecken 
 
3.2.7.3.2 CD8-positive Lymphozyten 
Dieser Ak erkennt das Ratten CD alpha Zelloberflächen-Antigen, das von einer 
Subpopulation der T-Lymphozyten, den meisten Thymozyten und der Mehrzahl der 
natürlichen Killerzellen exprimiert wird (Angaben der Ak-herstellenden Firma).   
Durchführung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):  
1. Entparaffinieren  
2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem 96 %-igem 
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidase in 1 %-igem H2O2-
Methanol   
25 min
3. Vom Aqua dest. in Tween-Puffer, mehrmals spülen  
4.  Mit ca. 300 µl Pferde-Normalserum-Lösung (1:100 mit PBSA-Puffer 
verdünnt) pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
5. Serum abkippen, die OTs mit ca. 100 µl Primär-Ak-Lösung (mouse-
anti-rat CD8 Alpha, 1:100 mit PBSA verdünnt) pro OT beschichten, 
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen  
über Nacht 
bei 4°C
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6. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
 
7. Mit ca. 100 µl Sekundär-Ak-Lösung (horse-anti-mouse IgG) pro OT  
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
8. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
9. Mit ca. 100µl frisch angesetzter ABC-Lösung pro OT beschichten, 
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen  
1 h
10. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
11. Mit ca. 300 µl frisch angesetzter DAB-Lösung pro OT beschichten, 
Dauer je  nach Intensität der sichtbaren Braunfärbung  
1-20 min
12. Stoppen der Färbereaktion durch Spülen mit Aqua dest.  
13. Gegenfärbung mit Hämalaun  4 min
14. Bläuen in Leitungswasser  3-5 min




Der Klon ED1 wird als Rattenhomolog für das menschliche CD68 betrachtet. Er bindet an das 
110 kDa große Glykoprotein, das von Myeloidzellen auf der lysosomalen Membran 
exprimiert wird. Der Ak markiert die Mehrzahl der Gewebsmakrophagen und schwach 
periphere Blutgranulozyten (Angaben der Ak herstellenden Firma).         
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Durchführung der Immunhistochemie bei RT (soweit nicht anders angegeben):  
1. Entparaffinieren  
 
2. Zwischen dem Trocknen nach dem 100 %-igem und dem  96 %-igem 
Alkohol Blocken der endogenen Peroxidase in 1 %-igem H2O2-
Methanol   
25 min
3. Vom Aqua dest. in 1 %iger Pronase-Lösung im Wärmeschrank 
(37°C)  
10 min
4. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
5.  Mit ca. 300 µl Pferde-Normalserum-Lösung (1:100 mit PBSA-Puffer 
verdünnt)  pro OT beschichten und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
6. Serum abkippen, die OTs mit ca. 100 µl Primär-Ak-Lösung (mouse-
anti-rat CD68, 1:100 mit PBSA verdünnt) pro OT beschichten, mit 
Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen  
über Nacht 
bei 4°C
7. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
8. Mit ca. 100 µl Sekundär-Ak-Lösung (horse-anti-mouse IgG) pro OT  
beschichten, mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer 
verbringen  
30 min
9. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
10. Mit ca. 100µl frisch angesetzter ABC-Lösung pro OT beschichten, 
mit Parafilm bedecken und in eine feuchte Kammer verbringen  
1 h
11. Mehrmals mit Tween-Puffer spülen  
12. Mit ca. 300 µl frisch angesetzter DAB-Lösung pro OT beschichten, 
Dauer je  nach Intensität der sichtbaren Braunfärbung  
1-20 min
13. Stoppen der Färbereaktion durch Spülen mit Aqua dest. 




Gegenfärbung mit Hämalaun  4 min
15. Bläuen in Leitungswasser  3-5 min




Das Eindecken der OTs wurde nach allen Färbungen in gleicher Weise mit dem 
Eindeckautomat Leica CV 5030 mit Deckgläsern (ENGELBRECHT Medizin- und 
Labortechnik GmbH) durchgeführt.   
3.2.9 Auswertung der Standard- und immunhistochemischen Färbungen 
Die Auswertung erfolgte anhand selbst erstellter Auswertungsbögen. Dazu wurde das Gehirn 
in sieben Areale eingeteilt (siehe Abbildung 2, Seite 54) und diese jeweils getrennt beurteilt. 
Bei einigen Färbungen wurden zusätzlich die Schichten des Bulbus olfactorius und/oder des 
Kleinhirns separat ausgewertet, da erhebliche Unterschiede innerhalb dieser Regionen 
festgestellt wurden. 
Bei der Auswertung der ED1- und Glia-Marker wurden in jedem Areal  jeweils in drei 
repräsentativen Gesichtsfeldern bei 400-facher Vergrößerung die angefärbten Zellen 
ausgezählt, der Mittelwert bestimmt und in Grade (+ bis +++) eingeteilt.   
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Abbildung 2: Aufteilung des Rattengehirns in Regionen  
1: Bulbus olfactorius (Bo) 
2: Cortex 
3: Corpus callosum (Cc)  
4: Hippocampus (HC) 
5: Colliculi-Region/Mittelhirn    
    (MH)  
6: Stammhirn (SH) 
7: Kleinhirn (KH) 
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4 Ergebnisse  
Neben einer Beschreibung der Ergebnisse, wurden für die Färbungen zum besseren Vergleich 
der einzelnen Tiere Tabellen erstellt. Dabei wurden die in Abbildung 2 dargestellten sieben 
Gehirnregionen einzeln bewertet und aufgeführt. Bei einigen Färbungen wurden zusätzlich 
die Schichten des Bulbus olfactorius und/oder des Kleinhirns separat ausgewertet, da erheb-
liche Unterschiede innerhalb dieser Regionen festgestellt wurden.   
Bei einigen Gehirnen waren im Schnitt einzelne Areale nicht mehr vorhanden oder wurden 
bei der Einbettung so im Paraffin platziert, dass sie nicht immer mit angeschnitten wurden 
oder bei der Behandlung der Schnitte wiederholt von den Objektträgern abschwammen. In 
diesen Fällen wird bei dem betroffenen Areal in den Tabellen n.v. (nicht vorhanden) ange-
geben. 
Auch kam immer wieder vor, dass trotz mehrmaliger Wiederholung bestimmter Färbungen 
bei manchen Tiere einzelne Areale nicht bewertet werden konnten. Diese Bereiche sind in den 
Tabellen mit n.a. (nicht auswertbar) bezeichnet.   
Bei den Ergebnistabellen der HE/Nissl-, der BDV- und der CD45- sowie CD8-Färbungen 
wurden die Tiere in drei Gruppen eingeteilt, nämlich Kontrolltiere (Tiere, die nicht experi-
mentell infiziert wurden und nicht in Kontakt mit infizierten Ratten kamen), neugeboren aero-
sol (NBAE)-infizierte Tiere und Mütter sowie Sentinels, die zwar nicht infiziert wurden, aber 
in direktem Kontakt mit den NBAE-infizierten Ratten standen, sich also möglicherweise an 
diesen infiziert haben könnten.  
Nach Auswertung dieser vier Färbungen wurde zur besseren Übersicht und Vergleichbarkeit 
der Ergebnisse in den danach aufgeführten Ergebnistabellen für ED1 und die drei Filamente 
GFAP, Vimentin und Neurofilament eine andere Gruppeneinteilung gewählt. Es sind jeweils 
vier Gruppen aufgeführt, nämlich Kontrolltiere, BDV-negative Tiere (damit sind Tiere ge-
meint, die zwar infiziert wurden, bzw. exponiert waren, aber in der BDV-Immunhistochemie 
keine angefärbten Zellen aufwiesen), BDV-positive NBAE-Tiere (Tiere, die in der BDV-
Immunhistochemie angefärbte Zellen aufwiesen und bei denen keine CD45-positiven Infil-
trate gefunden wurden) und Tiere mit Infiltraten (Tiere, die Infiltrate mit CD45-reaktiven 




Die Gehirne der Versuchstiere wurden von Prof. Dr. L. Stitz, Institut für Immunologie, 
Friedrich-Loeffler-Instituts des Bundesforschungsinstituts für Tiergesundheit in Tübingen zur 
Verfügung gestellt. Beobachtungen zum Verhalten und Allgemeinbefinden, RNA- und 
Antikörperbestimmung wurden dort ausgeführt. Die RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR) 
zum Nachweis von BDV-RNA des p24-Proteins in peripheren mononukleären Blutzellen 
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion durchgeführt. Zu gleichen 
Zeitpunkten erfolgte die Entnahme von Serum für die serologische Untersuchung auf BDV-
spezifische Antikörper mittels ELISA. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 
1 aufgelistet. 
Alle mit NBAE bezeichneten Tiere wurden innerhalb von maximal 18 Stunden nach der Ge-
burt infiziert, in der Regel innerhalb von weniger als 12 Stunden.  
Die erste Zahl des Tiernamens gibt den Wurf an, d.h. alle Tiere der gleichen Nummer gehören 
zu einem Wurf. Auch deren Mutter hat jeweils die gleiche Nummer im Namen.  
Die laktierenden Muttertiere wurden nicht experimentell infiziert, erhielten aber ihre Jungen 
unmittelbar nach deren Virusaerosol-Exposition zurück, an denen sie sich gegebenenfalls an-
stecken konnten. 
Teilweise blieben sogenannte Sentinels in der Gruppe. Das sind Wurfgeschwister, die nicht 
infiziert wurden. Diese und die Mütter tragen die Wurfnummer ohne NBAE im Namen. 
Alle nicht experimentell infizierten Tiere sind außerdem kursiv dargestellt.  
Die Infektionsdosis ist angegeben in [ l], wobei eine 10%ige Gehirnsuspension infizierter 
und erkrankter Ratten auf ein Endvolumen von 1,5 
 
2 ml aufgefüllt und verabreicht wurde.    
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Tabelle 1: Allgemeine Informationen zu den Versuchstieren   
Angabe des Geschlechts, Alters, der Infektionsdosis, Auffälligkeiten vor der Tötung,  
Ergebnisse der PCR und Ak-Bestimmung (Titer)    
 
Tier Geschlecht Alter bei Tötung [d] Virusdosis Symptome PCR Antikörper 
Neg Ko 4 Wo m 28 - - - - 
Neg Ko 6 Wo w 42 - - - - 
Neg Ko 8Wo m 56 - - - - 
Lewis NL-1 w 30 - - - - 
Lewis NL-2 w 30 - - - - 
Lewis NL-3 w 30 - - - - 
Lewis NL-4 m 30 - - - - 
0 NBAE.1 m 310 500 auff. + <40/80 
0 NBAE.2 w 310 500 auff. + 1280 
0 NBAE.3 w 310 500 auff. + 1280/2500 
0 NBAE.4 m 690 500 unauff. + <40 
0 NBAE.6 w 310 500 auff. + 2500 
VI NBAE.1 m 110 200 auff. + 2500 
VI NBAE.2 m 110 200 unauff. + 1280/2500 
VI NBAE.3 w 110 200 klein n.t. 1280/2500 
VI NBAE.4 w 110 200 n.t. + <40 
VII NBAE.1 w 110 200 klein + <40 
VII NBAE.2 w 110 200 groß - <40 
VII NBAE.3 w 110 200 klein + 1280 
VII NBAE.4 w 110 200 auff. - 160 
VII NBAE.5 m 110 200 unauff. + <40 
VII NBAE.6 m 110 200 g.A. + 80/320 
VII NBAE.7 m 110 200 g.A. - <40 
VII.8 m 110 n.i. n.t. + <40 
VII.9 m 110 n.i. n.t. + <40 
VIII NBAE.3 m 450 400 unauff. + <40 
VIII NBAE.7 w 90 400 auff. + 160 
IX NBAE.3 w 90 400 auff. + 5000 
IX NBAE.4 w 740 400 auff. n.t. <40/320 
X NBAE.1 w 90 400 groß + <40 
X NBAE.4 w 90 400 klein + 1280/2500 
X.5 w 90 n.i. n.t. + n.t. 
11 NBAE.1 w 11 500 n.t. + n.t. 
11.NBAE.11 m 640 500 auff. n.t. <40 
12 NBAE.1 m 7 500 n.t. n.t. n.t. 
19 NBAE.1 m 28 1000 unauff. n.t. n.t. 
19 NBAE.2 m 28 1000 unauff. n.t. n.t. 
19 NBAE.3 w 28 1000 unauff. n.t. n.t. 
19 NBAE.4 w 28 1000 unauff. n.t. n.t. 
19 NBAE.5 w 28 1000 unauff. n.t. n.t. 
0.Mutter w 105 n.i. n.t. n.t. 160 
11.Mutter w 270 n.i. n.t. n.t. 640 
Abkürzungen: m = männlich, w = weiblich, auff. = auffälliges Verhalten wie Ataxie, Schiefhaltung und    
                        ähnliches, unauff. = unauffällig, g.A. = gestörtes Allgemeinbefinden, n.t. = nicht getestet, n.i. =  




Bei der HE- und KV (Nissl)-Färbung wurde jeweils der gesamte Schnitt untersucht und Auf-
fälligkeiten festgehalten. Insbesondere wurde auf Gefäßveränderungen, Infiltrate, zell-
morphologische Auffälligkeiten und Zelldichte (speziell die der Purkinje-Zellen im Kleinhirn 
verglichen mit den Kontrolltieren) geachtet.  
Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 aufgeführt. 
Veränderungen, die aufgrund der Aufbereitung des Gewebes entstanden sind oder tötungsbe-
dingt (injizierte Gefäße, kleine Blutungen) auftreten, wurden vernachlässigt und in der 
Tabelle nicht aufgeführt. 
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Tabelle 2: Befunde der HE- und KV-Färbung  
 
Tier Befunde, Auffälligkeiten, Vollständigkeit der Schnitte 
Kontrolltiere 
BDV neg Ko 4 Wo o.b.B. 
- Bo fehlt 
BDV neg Ko 6 Wo o.b.B. 
BDV neg Ko 8 Wo o.b.B. 
- Bo fehlt 
Lewis NL 1 o.b.B. 
Lewis NL 2 o.b.B. 
Lewis NL 3 o.b.B. 
Lewis NL 4 o.b.B. 
NBAE-infizierte Tiere 
0 NBAE.1 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
- Bo fehlt 
0 NBAE.2 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
0 NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
0 NBAE.4 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
0 NBAE.6 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
- KH nicht ganz vollständig erhalten 
VI NBAE.1 - etwas schräge Schnittebene, HC nicht angeschnitten 
- Purkinje-Zellschicht nicht beurteilbar  
VI NBAE.2 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
- 2 kleine rundkernige gefäßassoziierte Zellinfiltrate nasal des HC 
VI NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
VI NBAE.4   o.b.B. 
VII NBAE.1 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
VII NBAE.2   o.b.B. 
VII NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
VII NBAE.4 - Purkinje-Zelldichte vermindert  
- Mehrere rundkernige gefäßassoziierte Zellinfiltrate in allen Regionen außer SH und  
   KH  
VII NBAE.5 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
- Bo fehlt 
VII NBAE.6 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
- HC nicht beurteilbar 
VII NBAE.7 - Purkinje-Zellschicht nicht beurteilbar  
- kleine rundkernige gefäßassoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn außer KH  
- HC nicht vorhanden 
VIII NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
VIII NBAE.7 - Purkinje-Zelldichte vermindert  
IX NBAE.3 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
- kleine Zellansammlung  nasal des HC im Randbereich  
IX NBAE.4 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
- zwischen Molekular- und Körnerschicht des KH vermehrt kleine chromatinarme  
   Zellen 
X NBAE.1  o.b.B 
X NBAE.4 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
- kleine rundkernige gefäßassoziierte Zellinfiltrate in Bo, Cortex und MH 
11 NBAE.1 - vom Bo ist nur das Stratum fibrosum vorhanden 
- dem Alter entsprechend sind im KH die Schichten noch nicht vollständig ausgebildet 
- HC nicht vorhanden 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 
   
 
Tier Befunde, Auffälligkeiten, Vollständigkeit der Schnitte 
11 NBAE.11 - Purkinje-Zelldichte vermindert 
12 NBAE.1 - dem Alter des Tieres entsprechend sind die Schichten des KH noch nicht vollständig  
   ausgebildet 
19 NBAE.1 - kleine rundkernige gefäßassoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn außer KH 
19 NBAE.2 - vereinzelt kleine gefäßassoziierte Zellinfiltrate in Cortex und SH 
19 NBAE.3 - kleine rundkernige gefäßassoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn 
19 NBAE.4 - kleine rundkernige gefäßassoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn 
- schräge Schnittebene: Bo fehlt; MH und SH nur teilweise vorhanden; Cortex, HC, Cc  
   beider Gehirnhälften angeschnitten 
19 NBAE.5 - kleine rundkernige gefäßassoziierte Zellinfiltrate im gesamten Gehirn außer KH 
Mütter und Sentinels 
0.Mu - mehrere kleine rundkernige gefäßassoziierte Zellinfiltrate im Cortex 




Abkürzungen: o.b.B. = ohne besonderen Befund, Bo = Bulbus olfactorius, HC = Hippocampus, SH =  
                        Stammhirn, KH = Kleinhirn, MH = Mittelhirn, Cc = Corpus callosum   
Alle Kontrolltiere waren frei von Auffälligkeiten.  
In der Gruppe der NBAE-infizierten Ratten wiesen neun der 30 Tiere  rundkernige Zellin-
filtrate auf (Abb. 3A, Seite 61). Davon hatten zwei Ratten (Tiere aus der Gruppe 19) Infiltrate 
in allen Arealen, drei (zwei Tiere aus der Gruppe 19 und VII NBAE.7) in allen Arealen außer 
im Kleinhirn, Tier VII NBAE.4 überall außer in Stammhirn und Kleinhirn, Tier X NBAE.4 
im Bulbus olfactorius, Cortex und Mittelhirn und Tier VI NBAE.2 im Hippocampus. Bei dem 
Tier IX NBAE.3 wurde nasal des Hippocampus eine Zellansammlung beobachtet, die sich 
allerdings im Randbereich befand und nicht klar als im Gewebe befindliches Infiltrat ange-
sprochen werden konnte.  
Bei 18 der 30 Tiere war die Purkinje-Zellzahl im Kleinhirn vermindert (Abb. 3D). 
Bei der Ratte mit der Nummer IX NBAE.4 fielen kleine Zellen mit runden chromatinarmen 
Kernen auf, die sich im Kleinhirn im Bereich der Purkinje-Zellschicht befanden. 
Alle drei Sentinels blieben ohne besonderen Befund. 
Beide Muttertiere hatten eine unveränderte Purkinje-Zellzahl (Abb. 3C), aber Infiltrate im 
Cortex, bzw. im gesamten Gehirn außer im Kleinhirn.  
Zusätzlich ist in Abbildung 3B das Kleinhirn eines Kontrolltieres mit unveränderter Purkinje-
Zellzahl dargestellt. 
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A B
C D
Abbildung 3: Infiltrate im Cortex und Purkinje-Zelldichte im Kleinhirn
A: mononukleäre gefäßassoziierte Infiltrate im Cortex der 110 Tage alten NBAE-infizierten Ratte VII  NBAE.7 
mit Entzündung (HE, Vergrößerung x75)
B: unveränderte Purkinje-Zelldichte (Pfeile) bei einem Kontrolltier (Lewis NL-1; KV, Vergrößerung x75)
C: unveränderte Purkinje-Zelldichte (Pfeile) bei dem BDV-positiven Muttertier 0.Mu (KV, Vergrößerung x160)
D: deutlich verminderte Purkinje-Zelldichte (Pfeile) bei dem NBAE-infizierten 110 Tage alten Tier VI NBAE.2





Bei dieser immunhistochemischen Färbung wurde das p38-Protein des BD-Virus nachge-
wiesen. 
Zur Auswertung wurden je genannter Region bei 400-facher Vergrößerung in zwei bis drei 
repräsentativen Gesichtsfeldern die gesamten und die p38-positiven Zellen (Zytoplasma 
und/oder Nukleus) ausgezählt und aus dem Mittelwert der prozentuale Anteil infizierter 
Zellen an der Gesamtzellzahl ermittelt. Da teilweise große Unterschiede zwischen den 
Ergebnissen für die einzelnen Schichten des Bulbus olfactorius und des Kleinhirns sowie der 
Neuronenschicht und den sonstigen Zellen des Hippocampus bestanden, wurden diese ge-
trennt beurteilt. Die Ergebnisse in [%] sind in Tabelle 3 aufgeführt. 
Bei den Kontrollratten wurde die Immunhistochemie mit dem Anti-p38-Antikörper ebenfalls 




Tabelle 3:  BDV-p38 







































































































































0 NBAE.1 n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. 25 10 45 20 30 10 10 27 17 12 
0 NBAE.2 <1 1 2 <1 <1 25 13 27 15 8 5 18 45 10 7 
0 NBAE.3 3 7 8 7 1 28 5 50 5 17 18 8 40 8 10 
0 NBAE 4 3 5 3 5 12 40 3 50 15 25 4 25 35 35 35 
0 NBAE.6 10 13 5 3 15 55 48 70 25 45 40 20 16 15 25 
VI NBAE.1 0 0 0 1 1 22 15 60 10 12 8 8 5 10 3 
VI NBAE.2 0 2 3 5 3 23 2 80 10 4 2 1 3 20 5 
VI NBAE.3 0 <1 <1 0 1 15 <1 45 5 30 10 2 3 10 2 
VI NBAE.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
VII NBAE.1 5 6 5 5 7 20 7 n.v. n.v. 30 20 15 15 60 5 
VII NBAE.2 0 <1 <1 1 <1 <1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
VII NBAE.3 5 10 7 12 15 25 20 65 10 35 40 50 40 20 20 
VII NBAE.4 5 20 20 30 25 30 10 50 5 10 30 5 3 25 5 
VII NBAE.5 n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. 40 30 70 30 15 20 35 15 50 10 
VII NBAE.6 10 15 5 20 25 30 10 65 15 10 15 25 5 10 5 
VII NBAE.7 <1 7 3 30 30 25 1 80 40 3 10 5 1 4 1 
VIII NBAE.3 2 4 5 2 10 65 30 60 25 25 15 5 10 15 30 
VIII NBAE.7 1 5 3 2 5 25 15 85 50 30 30 10 4 10 5 
IX NBAE.3 1 6 5 8 10 50 35 60 40 25 5 6 15 5 5 
IX NBAE.4 1 5 3 n.a. 12 35 35 78 30 33 25 20 7 50 40 
X NBAE.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
X NBAE.4 20 8 4 5 12 38 20 43 10 20 15 32 10 20 4 
11 NBAE.1 0 0 0 0 0 0 0 n.v. n.v. 1 <1 0 0 0 0 
11 NBAE.11 n.a. 2 n.a. n.a. n.a. 35 10 75 37 20 5 4 2 35 6 
12 NBAE.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
19 NBAE.1 3 5 5 n.v. n.v. 60 35 n.v. n.v. 40 45 48 9 35 20 
19 NBAE.2 1 12 8 n.v. n.v. 27 55 65 15 38 20 25 4 25 3 
19 NBAE.3 n.v. 12 12 5 25 42 33 75 25 23 26 30 4 33 20
19 NBAE.4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
19 NBAE.5 n.v. 8 6 12 25 20 35 52 10 37 18 30 4 7 2 
Mütter und Sentinels 
0.Mu <1 1 4 10 5 35 30 10 10 6 23 3 0 3 1 
11.Mu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
VII.8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
VII.9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
X.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Abkürzungen: Str. = Stratum, ext. = externum, cal. = callosum, Hippoc. = Hippocampus, exkl. Pyramid. = Zellen  
                        des HC ohne die Pyramidenzellen,  n.v. = nicht vorhanden, n.a. = nicht auswertbar   
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In fast allen Regionen, in denen eine Anfärbung festzustellen war, gab es sowohl Zellen, bei 
denen entweder nur der Zellkern oder das Zytoplasma, als auch Zellen, bei denen beide Zell-
kompartimente angefärbt waren (Abb. 4A,C, Seite 66).  
Rundkernige Zellen um Infiltrate waren nicht anfärbbar (Abb. 4C). 
Insgesamt lässt sich sagen, dass das BDV p38-Protein in den Gehirnen infizierter Tiere weit 
verbreitet ist (Abb. 4A-D). Nahezu alle BDV-positiven Tiere wiesen angefärbte Zellen in allen 
Regionen auf. Bei zwei Tieren (VII NBAE.2 und 11 NBAE.1) zeigten sich nur vereinzelte 
angefärbte Zellen in Bulbus olfactorius und nasalem Cortex, bzw. Mittelhirn (insgesamt circa 
35 angefärbte Zellen) und Stammhirn (insgesamt circa 4 angefärbte Zellen) (Abb. 4E, F) und 
vier Tiere hatten BDV p38-negative Schichten im Bulbus olfactorius. Nur eines der nicht 
experimentell infizierten Tiere war in der Immunhistochemie positiv, nämlich das Muttertier 
0.Mu, wenn auch mit vergleichsweise niedrigem Anteil infizierter Zellen und ungleich-
mäßiger Verteilung dieser (Abb. 4D). Das zweite Muttertier 11.Mu und die vier Sentinels 
wiesen keine angefärbten Zellen auf. Außerdem zeigten vier der 30 NBAE-infizierten Ratten 
trotz experimenteller NBAE-Infektion (je ein Tier das mit Dosis 200, 400, 500 und 1000 
infiziert wurde) keine angefärbten Zellen in der p38-Immunhistochemie.  
Eine besonders hohe Prozentzahl angefärbter Zellen fand sich in der Purkinje-Zellschicht des 
Kleinhirns (bis 60%) und in der Pyramidenzellschicht des Hippocampus (bis 85%), aber auch 
im Cortex kamen teilweise Werte bis 65% vor.  
In den Schichten des Kleinhirns gab es große Schwankungen zwischen den Tieren. So wurde 
bei einigen Tieren in der Purkinje-Zellschicht der höchste Anteil innerhalb des Kleinhirns 
erreicht, bei anderen waren dort aber auch weniger Zellen betroffen als in den anderen 
Schichten. In der Molekularschicht waren in vielen Fällen nur 1-10 % betroffen, teilweise 
aber auch bis zu 40% und mehr als in den anderen Schichten bei diesen Tieren. Ähnliche 
Verteilungsmuster ergaben sich bei der Beurteilung des Kleinhirnmarks und der Körnerzell-
schicht.  
Im Bulbus olfactorius war der Anteil an positiven Zellen in allen Schichten eher gering (Abb. 
4B), nur bei zwei Tieren (VII NBAE.4 und VII NBAE.7), die im Bulbus olfactorius auch 
rundkernige Infiltrate aufwiesen, wurden Anteile von über 25% erreicht.  
Bei sieben Tieren (0 NBAE.1, 0 NBAE.2, VII NBAE.5, IX NBAE.4, 11 NBAE.11, 0.Mu, 19 
NBAE.1) war die Verteilung angefärbter Zellen in Cortex, Stammhirn und/oder Kleinhirn-
mark nicht fokal, aber nasodorsal, peripher, dorsal, ventral oder zentral fand sich ein größerer 
oder geringerer Anteil angefärbter Zellen. 
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Tier X NBAE.4 zeigte im Stammhirn, Tier 19 NBAE.3 in der Molekularschicht des Klein-
hirns und Tier 0.Mu im Cortex eine auffallend ungleichmäßige Verteilung angefärbter Zellen 
(Abb. 4D). 
Bei vier Tieren (VI NBAE.3, VII NBAE.5, VII NBAE.6, 0.Mu) waren einige positive Zellen 
in der Körnerschicht des Kleinhirns auffällig, die morphologisch den Purkinjezellen ähnelten 
und bei den übrigen Tieren nicht zu finden waren.  
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Abbildung 4: Infektionsausbreitung
A: zahlreiche p38-positive Zellen (braun)  im Cortex von Tier 0 NBAE.1 (Vergrößerung x125)
B: infizierte Zellen (braun) im Bulbus olfactorius von Tier VI NBAE.2 (Vergrößerung x75)
C: p38-positive Zellen (braun) im Cortex von Tier VII NBAE.7 (Vergrößerung x125)
D: typisch ungleichmäßige Verteilung infizierter Zellen bei einem adult  infizierten Tier (0.Mu; Vergrößerung x16)
E: einzelne p38-positive Zellen (Pfeile) im Cortex des neugeboren infizierten Tieres VII NBAE.2 
(Vergrößerung x125)




E F    
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4.4 Nachweis von Immunzellen  
4.4.1 Lymphozyten (CD45-positiv) 
Dieser Antikörper erkennt das Ratten CD45RC, die hochmolekulare Form des leucocyte 
common antigen (LCA). Dieses Antigen befindet sich auf B-Zellen, circa 50% der Knochen-
markszellen, allen CD8-positiven T-Zellen und teilt die CD4-positiven T-Zellen in zwei 
Populationen, CD4+CD45RChigh (Th1-like) und CD4+CD45RClow (Th2-like). 
Die immunhistochemische Färbung mit dem Anti-CD45-Antikörper wurde bei allen Tieren 
durchgeführt. 
Bei sämtlichen Schnitten fanden sich vereinzelt positive Zellen mit typischer Lymphozyten-
morphologie außerhalb des Gehirngewebes im Bereich der Meningen.  
Da dies auch bei gesunden Ratten normal ist und bei allen Tieren inklusive der Kontrolltiere 
der Fall war, wird das Vorhandensein solcher Zellen bei der Beschreibung der Ergebnisse 
nicht erwähnt, diente aber bei jedem einzelnen Schnitt als Bestätigung für das Gelingen der 
Färbung. 
Bei einigen Gehirnen, auch bei den Kontrolltieren, waren ganz vereinzelt positive Zellen in 
den Außenbereichen des Gehirnparenchyms zu sehen. Möglicherweise stellt dies lediglich 
eine Folge der Bearbeitung der Schnitte dar, bei dem sich kleine Gewebeteile oder einzelne 
Zellen, die sich außerhalb des Parenchyms befanden, bei bestimmten Arbeitsschritten über 
das eigentliche Gehirngewebe legen oder es handelt sich dabei um patrouillierende Lympho-
zyten. Diese wurden nicht als Befund gewertet, wenn insgesamt weniger als fünf angefärbte 
Zellen im Gewebe detektiert wurden.  
Bei der Auswertung der Färbung wurde insbesondere auf folgende Punkte geachtet:  
- deutliche Erhöhung der positiven Zellen in den Meningen (Abb. 5A, Seite 71) 
- positive Zellen im Hirngewebe, nicht gefäßassoziiert (Abb. 5A, C) 
- positive Zellen gefäßassoziiert (Infiltrate) (Abb. 5C, D) 
- prozentualer Anteil positiver Zellen an der Gesamtzellzahl gefäßassoziierter Infiltrate 
(durch Auszählen der Zellkerne)   
Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 aufgeführt. 
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Tabelle 4: Befunde der CD45-Immunhistochemie (Lymphozyten)  
 
Tier Ergebnisse der CD45-Färbung 
Kontrolltiere 
BDV neg Ko 4 Wo - o.b.B. 
BDV neg Ko 6 Wo - o.b.B. 
BDV neg Ko 8 Wo - o.b.B. 
Lewis NL 1 - o.b.B. 
Lewis NL 2 - o.b.B. 
Lewis NL 3 - o.b.B. 
Lewis NL 4 - o.b.B. 
NBAE-infizierte Tiere 
0 NBAE.1 - o.b.B. 
0 NBAE.2 - stark erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen  
0 NBAE.3 - ganz vereinzelt positive, nicht erkennbar gefäßassoziierte Zellen diffus im 
  Hirnparenchym 
0 NBAE.4 - o.b.B. 
0 NBAE.6 - o.b.B. 
VI NBAE.1 - o.b.B. 
VI NBAE.2 - in HC und Cc ganz vereinzelt positive, nicht erkennbar gefäßassoziierte Zellen im 
  Hirnparenchym 
VI NBAE.3 - o.b.B. 
VI NBAE.4 - o.b.B. 
VII NBAE.1 - o.b.B. 
VII NBAE.2 - o.b.B. 
VII NBAE.3 - o.b.B. 
VII NBAE.4 - einzelne positive, nicht erkennbar gefäßassoziierte positive Zellen (10) diffus im  
   Parenchym des HC 
- positive Zellen in gefäßassoziierten Infiltraten; dabei waren je ausgezähltem Infiltrat  
  (insgesamt 10, davon 6 im Cortex,1 im Cc, 1 im HC, 2 im MH) 2,5-40 % der Zellen  
  CD45-positiv, Gesamtanteil aller ausgezählten Infiltrate: 18,7 % (301/1610) 
VII NBAE.5 - o.b.B. 
VII NBAE.6 - o.b.B. 
VII NBAE.7 - zahlreiche positive, nicht erkennbar gefäßassoziierte Zellen diffus im Gewebe,  
   besonders im HC 
- positive Zellen in gefäßassoziierten Infiltraten, dabei waren in 19 ausgezählten  
   Infiltraten (davon 2  im Bo, 5 im Cortex, 7 ventral des HC und Cc, 2 im MH, 3 im SH)  
  16,7-81,8 % der Zellen CD45-positiv, Gesamtanteil aller ausgezählten Infiltrate: 59,5 %   
(843/1417) 
VIII NBAE.3 - o.b.B. 
VIII NBAE.7 - leicht erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen 
IX NBAE.3 - stark erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen  
- nasal des HC im Randbereich fokal einige positive Zellen 
IX NBAE.4 - o.b.B. 
X NBAE.1 - o.b.B. 
X NBAE.4 - wenige positive Zellen (5) im Bo 
11 NBAE.1 - o.b.B. 
11 NBAE.11 - o.b.B. 
12 NBAE.1 - o.b.B. 
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Tabelle 4 (Fortsetzung)  
 
Tier Ergebnisse der CD45-Färbung 
19 NBAE.1 - stark erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen  
- positive Zellen in gefäßassoziierten Infiltraten, dabei waren in 10 ausgezählten  
  Infiltraten (davon 7 im Cortex, 1 im Cc, 2 im MH) 0-75 % der Zellen CD45-positiv,  
  Gesamtanteil aller ausgezählten Infiltrate: 46,9 % (61/130) 
19 NBAE.2 - leicht erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen  
- ein Infiltrat im Cortex mit 21,54 % (14/65) positiven Zellen 
- Teile des Cortex, Cc und HC nicht auswertbar 
19 NBAE.3 - leicht erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen  
- im gesamten Hirnparenchym diffus einige positive Zellen im Gewebe 
- positive Zellen in gefäßassoziierten Infiltraten, dabei waren in 12 ausgezählten  
  Infiltraten (davon 8 im Cortex, 2 im MH, 2 im SH) 23,1-50 % der Zellen CD45-positiv,  
  Gesamtanteil aller ausgezählten Infiltrate: 33,14 % (56/169) 
19 NBAE.4 - o.b.B. 
19 NBAE.5 - stark erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen  
- im gesamten Hirnparenchym außer im KH diffus einige positive Zellen im Gewebe 
- positive Zellen in gefäßassoziierten Infiltraten, dabei waren in 14 ausgezählten  
  Infiltraten (davon 2 im Bo, 7 im Cortex, 1 im HC, 1 ventral des HC, 1 im MH, 2 im SH)  
  16,41-68,42 % der Zellen CD45-positiv, Gesamtanteil aller ausgezählten Infiltrate:  
  28,7 % (262/913) 
Mütter und Sentinels 
0.Mu - stark erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen  
- positive Zellen in gefäßassoziierten Infiltraten, dabei waren in 9 ausgezählten Infiltraten 
  (davon 1 im Bo, 1 im Cortex, 3 im MH, 1 nasal des HC, 3 im SH) 11-39 % der Zellen  
  CD45- positiv, Gesamtanteil aller ausgezählten Infiltrate: 23,86 % (126/528) 
11.Mu - im gesamten Hirnparenchym diffus einige positive Zellen im Gewebe 
- positive Zellen in gefäßassoziierten Infiltraten, dabei waren je ausgezähltem Infiltrat  
  (insgesamt 7, davon 4 im Bo, 2 im Cc im Cortex, 1 im MH) 10-45 % der Zellen CD45- 
  positiv, Gesamtanteil aller ausgezählten Infiltrate: 37,9 % (163/430) 
VII.8 - o.b.B. 
VII.9 - o.b.B. 
X.5 - o.b.B. 
Abkürzungen: o.b.B. = ohne besonderen Befund, HC = Hippocampus, Cc = Corpus callosum, MH = Mittelhirn,  
                        Bo = Bulbus olfactorius, SH = Stammhirn, KH = Kleinhirn   
Morphologisch stellen sich positive Zellen als rund bis oval  mit großem rundem Kern und 
wenig Zytoplasma dar, das sich durch die immunhistochemische Färbung braun färbte (Abb. 
5, Seite 71). 
Alle Kontrolltiere waren frei von angefärbten Zellen im Gewebe. 
Sieben der 30 NBAE-infizierten Tieren wiesen vermehrt angefärbte Zellen in den Meningen 
auf (Abb. 5A), vier Ratten zeigten mit dem CD45-Antikörper reagierende Zellen diffus im 
Gewebe verteilt, fünf Tiere einzelne angefärbte Zellen in einem oder mehreren Arealen und 
sieben Tiere wiesen CD45-positive gefäßassoziierte Zellinfiltrate (Abb. 5C, D) auf. Dabei 
waren bei fünf Tieren entweder nur vermehrt in den Meningen oder vereinzelt im Gewebe 
Ergebnisse 
70  
positive Zellen, bei einem in den Meningen vermehrt und im Gewebe vereinzelte Zellen in 
einzelnen Arealen. Bei einem Tier waren in den Meningen vermehrt positive Zellen und In-
filtrate im Parenchym. Bei fünf Ratten waren sowohl in gefäßassoziierten Infiltraten als auch 
diffus im Gewebe angefärbte Zellen zu finden. 
Der Anteil von CD45-reaktiven Zellen an der Gesamtzahl der Zellen der Infiltrate schwankte 
relativ stark von Infiltraten ohne CD45-reaktive Zellen bis 88,9 % und lag bei den einzelnen 
Tieren im Schnitt zwischen 18,7-67,6 %. Nur in einem kleinen Infiltrat wurden keinerlei 
CD45-positive Zellen detektiert, ansonsten waren in allen gefäßassoziierten 
Zellansammlungen positive Zellen zu finden. 
Beide Muttertiere wiesen zahlreiche Infiltrate mit einem mäßigem Anteil an CD45-positiven 
Zellen auf. Die 0.Mu hatte außerdem eine erhöhte Zahl positiver Zellen in den Meningen, 
11.Mu positive Zellen diffus im gesamten Gehirnparenchym.  
Alle drei Sentinels zeigten in dieser Immunhistochemie keine Anfärbung.                     
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A B
C D
Abbildung 5: Immunreaktion (Lymphozyten, CD45-Immunhistochemie)
A: vermehrt angefärbte Zellen in den  Meningen des NBAE-infizierten Tieres 19 NBAE.5 (Vergrößerung x150)
B: Keine Erhöhung der angefärbten  Zellen in den Meningen von Tier VII NBAE.1; Areal ohne CD45+  Zellen
dargestellt (Vergrößerung x160)
C: angefärbte Zellen diffus im Gewebe und  in Infiltra ten im Mittelhirn von Tier VII NBAE.7 (Vergrößerung 
x85)
D: kleine Infiltra te mit angefärbten Zellen und einzelne angefärbte Zellen im Gewebe im Cortex von Tier
19 NBAE.1 (Vergrößerung x135) 
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4.4.2 Lymphozyten (CD8-positiv) 
Der hier verwendete Antikörper MCA48R erkennt das Ratten CD8 alpha Zelloberflächen-
antigen, das von einer Subpopulation von T-Lymphozyten, den meisten Thymozyten und der 
Mehrzahl der NK Zellen exprimiert wird.  
Da alle Zellen, die mit diesem Antikörper reagieren auch in der Immunhistochemie mit dem 
Anti-CD45-Antikörper angefärbt werden, sind bei Tieren, bei denen keine erhöhte Anzahl 
von CD45-reaktiven Zellen gefunden wurde, keine vermehrt CD8-reaktiven Zellen zu erwar-
ten. Daher wurde die CD8-Immunhistochemie nur in den Fällen durchgeführt, bei denen bei 
der CD45-Färbung vermehrt Entzündungszellen gefunden wurden.  
Die Bewertung erfolgte anhand derselben Gesichtspunkte wie bei der CD45-Immunhisto-
chemie. 
Auch bei dieser Immunhistochemie waren bei allen Tieren sehr vereinzelt positive Zellen in 
den Meningen zu finden. Dies wurde in Tabelle 5 nicht als besonderer Befund aufgeführt. 
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Tabelle 5: Befunde der CD8-Immunhistochemie   
 
Tier Ergebnisse der CD8-Färbung 
NBAE-infizierte Tiere 
0 NBAE.2 - o.b.B. 
0 NBAE.3 - o.b.B. 
VI NBAE.2 - o.b.B. 
VII NBAE.4 - in 7 ausgezählten Infiltraten waren 0,4-11,54 % der Zellen positiv, Gesamtanteil aller  
  ausgezählten Infiltrate:  3,25% (40/1230) 
VII NBAE.7 - einzelne positive, nicht erkennbar gefäßassoziierte positive Zellen im HC 
- in einem ausgezählten Infiltrat im SH waren 16,7 % (20/120) der Zellen positiv 
VIII NBAE.7 - geringgradig erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen 
IX NBAE.3 - geringgradig erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen 
X NBAE.4 - o.b.B. 
19 NBAE.1 - geringgradig erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen 
- Zellen in gefäßassoziierten Zellinfiltraten CD8-negativ 
19 NBAE.2 - o.b.B. 
19 NBAE.3 - o.b.B. 
19 NBAE.5 - leicht erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen 
- Zellen in gefäßassoziierten Zellinfiltraten CD8-negativ 
Mütter und Sentinels 
0.Mu - Erhöhte Anzahl positiver Zellen in den Meningen 
- einzelne positive Zellen im Parenchym, besonders im HC und Bo 
- in 7 ausgezählten Infiltraten waren 0-33,3 % der  
  Zellen positiv, Gesamtanteil aller ausgezählten Infiltrate:  9,93 % (15/151)  
11.Mu - einzelne positive, nicht erkennbar gefäßassoziierte positive Zellen, vor allem im Bo und 
  nasoventral im Cortex 
- in 3 ausgezählten Infiltraten waren 4,5-30 % der Zellen positiv, Gesamtanteil aller  
  ausgezählten Infiltrate:  10,7 % (33/310) 
Abkürzungen: o.b.B. = ohne besonderen Befund, HC = Hippocampus, SH = Stammhirn, Bo = Bulbus  
                        olfactorius, MH = Mittelhirn   
Die Morphologie der positiven Zellen entsprach der der CD45-positiven Zellen, angefärbt 
wurde das Zytoplasma (Abb. 6A, B, Seite 74) 
Bei den NBAE-infizierten Tieren ergab sich folgendes Bild:  
Bei  4 Tieren (0 NBAE.2, 0 NBAE.3, VI NBAE.2, X NBAE.4), die keine Infiltrate aufwiesen, 
aber vermehrt CD45-reaktive Zellen in den Meningen und/oder vereinzelt im Parenchym 
zeigten, wurden nicht vermehrt angefärbte Zellen gefunden. Bei zwei solcher Tiere lediglich 
eine erhöhte Anzahl CD8-positiver Zellen in den Meningen (Abb. 6B).  
Bei zwei Tieren mit Infiltraten (VII NBAE.4 und VII NBAE.7) wurden auch in vier, bzw. 
einem Infiltrat CD8-positive Zellen detektiert (bis 16,7%) (Abb. 6A), bei letzterem fanden 
sich auch vereinzelt positive Zellen im Parenchym.  
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Bei den Tieren der Gruppe 19 mit Infiltraten waren die Zellen der Infiltrate komplett CD8-
negativ, in drei dieser Fälle waren in den Meningen vermehrt CD8-positive Zellen zu finden. 
In den beiden Gehirnen der Muttertiere waren 0-33 % der Zellen der Infiltrate CD8-positiv, 
insgesamt in beiden Fällen circa 10 %. Bei dem Tier, das vermehrt CD45-positive Zellen 
außerhalb des Gehirngewebes zeigte, waren dort auch vermehrt CD8-positive Zellen zu fin-
den, bei dem anderen Muttertier waren wie auch in der CD45-Immunhistochemie vermehrt 
angefärbte Zellen im Parenchym, besonders im Bulbus olfactorius und Cortex.   
Es konnten trotz mehrerer verwendeter CD4-Antikörper der Firma Serotec und verschiedener 
Protokolle keine auswertbaren Ergebnisse einer CD4-Immunhistochemie bei dem zur Verfü-
gung stehenden Gewebe erzielt werden. Da die Verteilung der CD8-positiven Zellen jedoch 
der in der Literatur für BDV-infizierte Ratten beschriebenen entspricht, ist nicht anzunehmen, 
dass es Abweichungen bei der Verteilung der CD4-positiven Zellen gibt.    
Abbildung 6: Immunreaktion (Lymphozyten, CD8-Immunhistochemie)
A: CD8-positive Zellen (Pfeile) im Infiltrat im Stammhirn eines NBAE-infizierten Tieres mit Entzündung
(VII NBAE.7; Vergrößerung x150)
B: Vermehrt angefärbte  Zellen (Pfeile) in der Meninx von Tier IX NBAE.3 (Vergrößerung x150)
A B
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4.4.3 Mikroglia/Makrophagen (ED1) 
Der hier verwendete Antikörper MCA341R erkennt ein 110 kDa großes Glykoprotein, das 
überwiegend auf der lysosomalen Membran von Myeloidzellen exprimiert wird.  Das Antigen 
wird von der Mehrzahl der Gewebsmakrophagen und schwach von peripheren Blutgranulo-
zyten exprimiert. ED1 gilt als das Rattenhomolog zum menschlichen CD68.  
In jeder Gehirnregion (siehe Abbildung 2, Seite 54) wurden die ED1-reaktiven Zellen gezählt 
und in folgende drei Grade (+ bis +++) eingeteilt. Gezählt wurden ausschließlich Zellen mit 
eindeutig erkennbarem Zellleib und/oder Zellkern.  
Gradeinteilung: 
+ : weniger als 10 positive Zellen pro Gesichtsfeld 
++ : 10 bis 50 positive Zellen pro Gesichtsfeld 
+++ : mehr als 50 positive Zellen pro Gesichtsfeld  
Eine besonders ungleichmäßige Verteilung innerhalb einer Region wird in der Tabelle mit 
einer von-bis-Angabe (Beispiel: +-++) deutlich gemacht. 
Bei fokaler (fk) Verteilung der ED1-reaktiven Zellen innerhalb einer Gehirnregion erfolgte 
die Gradeinteilung sowohl außerhalb als auch innerhalb des Fokus (Beispiel: +/fk++), auch 
wenn zwar eine fokale Verteilung zu erkennen war, aber die Unterschiede weniger als einen 
Grad betrugen ( Beispiel: +/fk+).  




Tabelle 6: Befunde der ED1-Immunhistochemie (Mikroglia/Makrophagen) 
                  Gradeinteilung: + = unter 10 Zellen pro Gesichtsfeld, ++ = 10 
 
50 Zellen pro   
                                 Gesichtsfeld, +++ = mehr als 50 Zellen pro Gesichtsfeld  











BDV neg Ko 4 Wo + + + + + + + 
BDV neg Ko 6 Wo + + + + + + + 
BDV neg Ko 8 Wo + + + + + + + 
Lewis NL 1 + + + + + + + 
Lewis NL 2 + + + + + + + 
Lewis NL 3 + + + + + + + 
Lewis NL 4 + + + + + + + 
BDV-negative Tiere 
VI NBAE.4 + + + + + + + 
VII.8 + + + + + + + 
VII.9 + + + + + + + 
X NBAE.1 + + + + + + + 
X.5 + + + + + + + 
12 NBAE.1 + + + + + +/fk+ +/fk+ 
19 NBAE.4  + + + + + + + 
BDV-positive NBAE-Tiere 
0 NBAE.1 n.v. + + +/fk++ + + + 
0 NBAE.2 + +/fk++ ++/fk++ + + + ++/fk++ 
0 NBAE.3 + + ++ + +1 + + 
0 NBAE.4 +-++ + ++ + + + + 
0 NBAE.6 +/fk++ + ++ ++ ++ +/fk++ + 
VI NBAE.1 + + ++ n.v. +1 + + 
VI NBAE.2 + + ++ +/fk++ ++ +-++ +/Ma++ 
VI NBAE.3 ++ ++/fk++ ++ +++ ++ ++ +/fk++ 
VII NBAE.1 + + + n.v. + + +/Ma++ 
VII NBAE.2 + + + + + + + 
VII NBAE.3 + +-++/fk++2 ++ +/fk++-+++ + + +/fk++3
VII NBAE.5 n.v. +/fk++ + ++ ++ + +/Ma++ 
VII NBAE.6 ++ ++-+++ ++ n.v. ++ + +/Ma++ 
VIII NBAE.3 + + ++ + +-++ + +-++ 
VIII NBAE.7 ++ ++ ++ ++ ++ + + 
IX NBAE.3 + ++ ++ n.a. + +-++ +/Ma++ 
IX NBAE.4 + + + n.v.4 + +/fk++ +-++ 
X NBAE.4 ++ ++-+++ +++ n.v. ++ ++ +/fk++-+++ 
11 NBAE.1 + +4 + n.v.4 + + +/Ma+++ 
11 NBAE.11 + + ++ + + + +-++ 
Tiere mit CD45-positiven Infiltraten 
0.Mu +-++ +-++/fk++2 +-++/fk++ ++/fk+++ +-++/fk+++2 +/fk++-+++2 +/fk++ 
VII NBAE.4 +++ ++-+++ ++ +++ ++ ++-+++ +/Ma++ 
VII NBAE.7 +++/fk+++2 ++/fk+++2 ++/fk+++2 +++ +/fk+++2 ++/fk+++2 + 
11.Mu ++-+++ ++ ++-+++ +++ n.a. +/fk++ + 
19 NBAE.1 + +5 +++ n.v. + + +/fk+ 
19 NBAE.2 + + ++ +-++ + + + 
19 NBAE.3 + +-++ +++ ++ + + +-++ 
19 NBAE.5 +-++ +/fk++2 + +2 +2 +2 + 
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Tabelle 6 (Fortsetzung) 
Abkürzungen: n.v. = nicht vorhanden, n.a. = nicht auswertbar, Ma = im Kleinhirnmark, fk = fokal 
Fußnoten: 1: im Bereich der Meninx saumartig mehr positive Zellen 
    2: Foci besonders im Bereich von gefäßassoziierten Zellinfiltraten 
    3: außerhalb des Hirngewebes im Bereich der Meningen positive runde bis ovale Zellen ohne  
        Ausläufer mit rundem Kern 
    4: HC nicht vorhanden, aber ventral des Cc: ++ 
    5: im Bereich von gefäßassoziierten Zellinfiltraten positive runde bis ovale Zellen ohne Ausläufer mit  
        rundem Kern   
Soweit nicht anders angegeben, wiesen die angefärbten Zellen eine stabförmige oder ovale 
Form des Zellleibes mit mehr oder weniger ausgeprägten Ausläufern auf und einen kleinen 
runden bis ovalen Kern (Abb. 7A, C, Seite 78). Im Bereich der Meningen außerhalb des Hirn-
parenchyms und in gefäßassoziierten Zellinfiltraten fanden sich bei zwei Tieren auch lympho-
zytenähnliche kleine runde bis ovale Zellen mit großem Kern und wenig Zytoplasma, die sich 
in der Immunhistochemie anfärbten. 
Außer kleinen Ungleichmäßigkeiten im Kleinhirn bei zwei Tieren, waren bei den Kontroll-
tieren, bei den negativen Tieren und bei einem BDV-positiven Tier (VII NBAE.2) kaum an-
gefärbte  Zellen im Gehirn vorhanden. In der Regel wurden hier in allen Regionen weniger als 
drei positive Zellen pro Gesichtsfeld detektiert (Abb. 7B). 
Bei den BDV-positiven NBAE-Tieren, die keine Entzündung aufwiesen, war eine Erhöhung 
der Mikroglia/Makrophagen im allgemeinen weniger ausgeprägt (Abb. 7A) als bei den Tieren 
mit Infiltraten (Abb. 7C, D). Auch war die Verteilung gleichmäßiger und nur in einzelnen 
Arealen fokal. Bei den Tieren mit Entzündung waren die Foci meist gefäßassoziiert (Abb. 
7D).  
Bei vielen Rattengehirnen war innerhalb des Kleinhirns vor allem das Mark betroffen, 
während die anderen Schichten keine oder eine geringe Erhöhung angefärbter Zellen zeigten. 
Bei besonders vielen Tieren war eine leichte, bei den Tieren mit Infiltraten auch eine starke 
Mikrogliose im Corpus callosum festzustellen.  
Eine besonders starke Reaktion konnte nur bei zwei der BDV-positiven NBAE-Tiere ohne 
Infiltrate im Corpus callosum, bzw. im Hippocampus beobachtet werden. Bei den Tieren mit 
Entzündung gab es mehrere Fälle mit besonders deutlicher Erhöhung der anfärbbaren Zellen, 
bei einem auch im Bulbus olfactorius und bei zahlreichen Tieren im Bereich der 
Foci/Infiltrate (Abb. 7D).    
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A B
C D
Abbildung 7: Immunreaktion (Makrophagen/Mikroglia)
A: mittelgradige fokale Erhöhung ED1-positiver Zellen im Hippocampus (0 NBAE.1; Vergrößerung x75)
B: geringe ED1-Expression im Hippocampus und Cortex bei einem Kontrolltier (neg 8Wo; Vergrößerung x75)
C: starke Erhöhung ED1-exprimierender Zellen im Hippocampus eines neugeboren infizierten Tieres mit
Entzündung (VII NBAE.4; Vergrößerung x85)
D: stark erhöhte Expression von ED1 im Bereich von Infiltraten im Mittelhirn eines neugeboren infizierten
Tieres mit Entzündung (VII NBAE.7; Vergrößerung x50)  
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4.5 Zell- und Gewebsreaktionen  
4.5.1 Astroglia 
Als Marker für Astroglia wurden die Intermediärfilamente GFAP und Vimentin verwendet. 
Während GFAP fast ausschließlich von reifen und vermehrt von reaktiven Astrozyten 
exprimiert wird, kommt Vimentin bei unreifen und reaktiven Astrozyten sowie in Endothel-
zellen vor und beide Filamente werden vermutlich in einer Reifungsphase koexprimert (Galou 
et al., 1996; Pixley und de Vellis, 1984; Tapscott et al., 1981).   
4.5.1.1 Reife Astrozyten 
Bei gleichmäßiger Verteilung der GFAP-positiven Zellen innerhalb einer Lokalisation 
wurden die GFAP-positiven Zellen (Astrozyten) gezählt und in folgende Grade (+ bis +++) 
eingeteilt. Dabei wurden ausschließlich Zellen mit eindeutig erkennbarem Zellleib und 
Zellkern gewertet.  
Gradeinteilung: 
+ : weniger als 7 Zellen pro Gesichtsfeld 
++ : 7 
 
20 Zellen pro Gesichtsfeld 
+++ : mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld  
Eine besonders ungleichmäßige Verteilung wird in der Tabelle mit einer von-bis-Angabe 
(Beispiel: +-++) deutlich gemacht. 
Im Bulbus olfactorius war die Expression von GFAP bei betroffenen Tieren nicht in allen 
Schichten erhöht. In der Regel waren das Stratum filare und das Stratum plexiforme externum 
nicht wesentlich betroffen, die Hochregulierung aber im Stratum glomerulosum und im 
Stratum granulosum internum deutlich.  
Andere Auffälligkeiten der Färbung sind mit hochgestellten Ziffern, bzw. Fußnoten in Tabelle 
7 aufgeführt.   
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Tabelle 7: GFAP-exprimierende Zellen  
       Gradeinteilung:  + = unter 7 Zellen pro Gesichtsfeld, ++ = 7 
 
20 Zellen pro   
       Gesichtsfeld, +++ = mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld  















BDV neg Ko 4 Wo + + + +-++ + + +-++ + + 
BDV neg Ko 6 Wo + + n.a. +-++ n.a. + +-++ + + 
BDV neg Ko 8 Wo n.v. + + +-++ + + +-++ + + 
Lewis NL 1 + + + +-++ + + +-++ + + 
Lewis NL 2 + + + +-++ + + + + + 
Lewis NL 3 n.v. + + + + + +-++ + + 
Lewis NL 4 + +/++ +3 +-++ + + +-++ + + 
BDV-negative Tiere 
VI NBAE.4 + +/++ ++ +/++ + +-++ +-+++ ++ + 
VII.8 +-+++ +/++ +++ +++ ++ n.v. ++ +-++ +-++ 
VII.9 + +/++ ++ +/++ + +-++ ++ + + 
X NBAE.1 +-++ +/++ ++-+++ ++ + ++ ++ ++ ++ 
X.5 + + +-++ + + + +-++ + + 
12 NBAE.1 + + + + + + + + + 
19 NBAE.4 n.v. + + + n.v. n.v. + + + 
BDV-positive NBAE-Tiere 
0 NBAE.1 n.v. +/++ + -++ ++/+++3 + + ++ + + 
0 NBAE.2 +-++ +/+++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ + 
0 NBAE.3 + +/+++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ + 
0 NBAE.4 +-++ +-+++ ++ ++ ++ ++ +-++ +-++ +-++ 
0 NBAE.6 +-++ ++/+++ +++ ++/+++ +++ ++ ++-+++ +-++ +-++ 
VI NBAE.1 +-++ +/++ ++ ++ + +-++ ++ +-++ +-++ 
VI NBAE.2 +-++ ++/+++ ++ +++ ++-+++ ++-+++ +++ ++ ++ 
VI NBAE.3 ++ + /+++ +++ ++ n.v. ++ ++-+++ +-++ +-++ 
VII NBAE.1 +-++ ++/+++ +++ +++ ++ ++-+++ +++ ++ ++ 
VII NBAE.2 +-++ +/++ ++ ++ + +-++ +-++ ++ + 
VII NBAE.3 +-+++ +/+++ +++ +++ +++ +++ ++-+++ ++ + 
VII NBAE.5 n.v. ++/+++ +++ ++/+++ ++ ++-+++ +++ ++ ++ 
VII NBAE.6 +-+++ +/+++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ + 
VIII NBAE.3 +-++ +/++ ++ ++ + + +-++ ++ + 
VIII NBAE.7 + ++/+++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ + 
IX NBAE.3 + +/++ ++ + + + +-++ + +3
IX NBAE.4 +-++ ++/+++ +++ ++ +-++ ++ ++-+++ +-++ +-++ 
X NBAE.4 +-++ +/+++ +++ n.v. ++ ++-+++ +++ ++ + 
11 NBAE.1 + + +-++ n.v. + + + + + 
11 NBAE.11 + +/++ +++ +/+++ +-++ ++ +-+++ +-++ +-++ 
Tiere mit CD45-positiven Infiltraten 
0.Mu + + + ++ + + + + + 
VII NBAE.4 +-+++ ++/+++ +++ +++ ++ ++-+++ +++ ++ ++ 
VII NBAE.7 +-+++ ++/+++ ++-+++ +++ + ++ ++ +-++ +-++ 
11.Mu + +3 +-++ ++ + + +-++ + + 
19 NBAE.1 + + +-++ n.v. + + +-++ + + 
19 NBAE.2 + +/++ ++ ++ + + +-++ + + 
19 NBAE.3 + +/++ ++ ++-+++ + +-++ +-++ + + 
19 NBAE.5 + +/++ ++ ++/+++ + + +-++ + + 
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Tabelle 7 (Fortsetzung)  
Abkürzungen:  Körn. = Körnerschicht, Rest = Purkinjezell- und Molekularschicht, n.a. = nicht auswertbar, n.v.  
                         nicht vorhanden 
Fußnoten: 1: die Angabe nach dem Schrägstrich steht für das Areal dorsal und/oder caudal des Corpus   
                      callosum, in dem oft eine besonders starke Expression zu finden war 
    2: die Angabe nach dem Schrägstrich steht für das Areal in der Mitte des sagittalen 
        Hippocampusanschnitts, in dem oft eine besonders starke Expression zu finden war 
    3: ein Focus mit erhöhter GFAP-Expression   
Die positiven Zellen wiesen eine sternförmige Morphologie mit mehr oder weniger ausge-
prägten Ausläufern auf, bei denen das Zytoplasma braun angefärbt war (Abb. 8A, E, Seite 82).  
Die Kontrolltiere und drei der BDV-negativen Tiere zeigten kaum angefärbte Zellen in allen 
Arealen (Abb. 8B, D, F), etwas mehr GFAP-exprimierende Zellen (teilweise mehr als sieben 
angefärbte Zellen pro Gesichtsfeld) waren hier nur im Hippocampus und im Kleinhirnmark, 
bei Tier 19 NBAE.4 auch im Cortex zu finden.  
Die übrigen vier der sieben BDV-negativen Tiere zeigten eine mittelgradig erhöhte Zahl 
GFAP-positiver Zellen, nur in zwei Arealen eines Tieres (VII.8) wurde eine starke Erhöhung 
festgestellt. 
In der Gruppe der experimentell infizierten BDV-positiven NBAE-Ratten zeigte ein Tier (11 
NBAE.1) nur im Corpus callosum eine geringgradige Erhöhung positiver Zellen, zwölf  Tiere 
zeigten eine starke Expression mit durchschnittlich mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld in 
mehr als zwei der bewerteten Areale und acht Tiere eine mittelgradige Erhöhung positiver 
Zellen (Abb. 8A, C, E).  
Gebiete, in denen sich besonders häufig eine starke Expression von GFAP zeigte, waren der 
Cortex, insbesondere im ventralen Bereich, das Kleinhirnmark, das Corpus callosum und der 
Hippocampus. Im Stammhirn waren die Schwankungen zwischen den Tieren größer, in den 
übrigen Schichten des Kleinhirns wurden in keinem Fall mehr als durchschnittlich 50 Zellen 
pro Gesichtsfeld erreicht. 
Unter den Tieren mit Infiltraten wies ein Tier (0.Mu) nicht mehr GFAP-positive Zellen auf als 
die Kontrolltiere. Nur zwei Tiere (VII NBAE.4 und VII NBAE.7) zeigten eine starke 
Expression mit durchschnittlich mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld in mehr als zwei der be-
werteten Areale. Bei fünf Ratten war im Gehirn eine gering- bis mittelgradige Erhöhung  
GFAP-reaktiver Zellen zu beobachten. Auch hier waren besonders der ventrale Cortex, das 
Corpus callosum, der Hippocampus und das Kleinhirnmark betroffen.  
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Abbildung 8: Gewebsreakion (GFAP-Immunhistochemie)
A: mittelgradige Erhöhung GFAP-positiver Zellen im Kleinhirn des neugeboren infizierten Tieres VII NBAE.1
(Vergrößerung x60)
B: nur vereinzelt GFAP-positive Zellen im Kleinhirn eines Kontrolltieres (Lewis NL-2; Vergrößerung x60)
C: hochgradige Erhöhung der GFAP-Expression im Corpus callosum und Hippocampus des neugeboren 
infizierten Tieres VII NBAE.3 (Vergrößerung x60)
D: geringe GFAP-Expression im Corpus callosum eines Kontrolltieres (Lewis NL-1; Vergrößerung x 60)
E:  typische Morphologie aktivierter Astrozyten im Stammhirn des neugeboren infizierten Tieres VII NBAE.3 
(Vergrößerung x100)









callosum   
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4.5.1.2 Unreife und reaktive Astrozyten und Endothelzellen 
Da Vimentin auch von Endothelzellen exprimiert wird, werden die Gefäßendothelien und 
Ventrikelauskleidungen mit dem Anti-Vimentin-Antikörper angefärbt. Diese wurden bei der 
Auswertung nicht berücksichtigt.  
Bei gleichmäßiger Verteilung der Vimentin-positiven Zellen innerhalb einer Lokalisation 
wurden die Vimentin-positiven Zellen in drei repräsentativen Gesichtsfeldern bei 400facher 
Vergrößerung gezählt, der Mittelwert bestimmt und in folgende Grade (+ bis +++) eingeteilt. 
Dabei wurden ausschließlich Zellen mit eindeutig erkennbarem Zellleib und Zellkern ge-
wertet.  
Gradeinteilung: 
+ : weniger als 8 Zellen pro Gesichtsfeld 
++ : 8 
 
20 Zellen pro Gesichtsfeld 
+++ : mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld oder wenn das Neuropil in diesem Areal  
komplett braungefärbt ist und einzelne Zellen nicht eindeutig abzugrenzen sind  
Eine besonders ungleichmäßige Verteilung wird in der Tabelle mit einer von-bis-Angabe 
(Beispiel: +-++) deutlich gemacht. 
Im Bulbus olfactorius war eine erhöhte Expression vor allem im Stratum granulosum 
internum festzustellen, während die äußeren Schichten nicht oder kaum betroffen waren. 
Andere Auffälligkeiten der Färbung sind mit hochgestellten Ziffern, bzw. Fußnoten in Tabelle 
8 aufgeführt.  
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Tabelle 8: Vimentin-exprimierende Zellen 
      
          Gradeinteilung:  + = unter 8 Zellen pro Gesichtsfeld, ++ = 8 
 
20 Zellen pro   
                                   Gesichtsfeld, +++ = mehr als 20 Zellen pro Gesichtsfeld  











BDV neg Ko 4 Wo + + + + + + +-++ + 
BDV neg Ko 6 Wo + + n.a. + n.a. + +-++ + 
BDV neg Ko 8 Wo + + + + + + +-++ + 
Lewis NL 1 + + + + + + +-++ + 
Lewis NL 2 + + + + + + +-++ + 
Lewis NL 3 n.v. + + + + + +-++ + 
Lewis NL 4 + +/++ + + + + +-++ + 
BDV-negative Tiere 
VI NBAE.4 +-++ +/++ ++ + + + ++ + 
VII.8 +-+++3 +/++ ++ + + n.v. +-++ + 
VII.9 + + +-++ + + + +-++ + 
X NBAE.1 +-++ + ++ + + + +-++ + 
X.5 + + n.v. n.v. + + +-++ + 
12 NBAE.1 n.v. + + + + + + + 
19 NBAE.4 n.v. + + + n.v. n.v. +-++ + 
BDV-positive NBAE-Tiere 
0 NBAE.1 n.v. +/++ +++ +/+++ + + ++-+++ + 
0 NBAE.2 +-++ +/++ +++ +/++ + + ++-+++ +-++ 
0 NBAE.3 +-++ + ++ + + + +-++ + 
0 NBAE.4 + +/++ ++ +-++ + + +-+++ + 
0 NBAE.6 +-++ +/++ ++ +/++ + + +-+++ + 
VI NBAE.1 +-++ ++3 +++ n.v. + + ++-+++ +-++ 
VI NBAE.2 +-+++ ++/+++ +++ +++ + + +++ +-++ 
VI NBAE.3 +-++ ++/+++ +++ +++ + + +++ +-++ 
VII NBAE.1 + ++/+++ +++ +++ + + ++-+++ + 
VII NBAE.2 + + ++ + + + +-++ + 
VII NBAE.3 +-++ +/+++ +++ ++/+++ + + ++ + 
VII NBAE.5 n.v. +/++ +++ +/+++ + + ++-+++ +-++ 
VII NBAE.6 +-+++ +/++ +++ +/+++ + + +-++ + 
VIII NBAE.3 + + +-++ + + + +-++ + 
VIII NBAE.7 + +/++ +++ +/+++ + + +-++ + 
IX NBAE.3 +-++ + ++ + + + +-++ + 
IX NBAE.4 + ++ ++ n.v. + + +-++ + 
X NBAE.4 + ++ ++ ++ + + ++ + 
11 NBAE.1 +4 + + n.v. + + +-++ +-++ 
11 NBAE.11 + +/++ ++ n.v. + + +-++ + 
Tiere mit CD45-positiven Infiltraten 
0. Mu +-++ +-++5 ++ +++ + +-++5 +-++ + 
VII NBAE.4 +-+++ ++-+++5 +++ ++-+++ + +5 +++ +-++ 
VII NBAE.7 +-+++ ++5 ++-+++ +++ + +5 ++ + 
11.Mu + ++ ++ n.v. + +6 +-++ + 
19 NBAE.1 + +/++ ++ n.v. + + +-++ + 
19 NBAE.2 + +/++ ++ ++ + + +-++ + 
19 NBAE.3 + +/++ ++ ++ + + +-++ + 
19 NBAE.5 + + ++ + + + +-++ + 
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Tabelle 8 (Fortsetzung) 
     
Abkürzungen: call. = callosum, Hippocamp. = Hippocampus, Rest = Körnerzell-, Pukinjezell- und  
                        Molekularschicht des KH, n.a. = nicht auswertbar, n.v. = nicht vorhanden 
Fußnoten: 1: die Angabe nach dem Schrägstrich steht für das Areal dorsal und/oder caudal des Corpus   
                      callosum, in dem oft eine besonders starke Expression zu finden war 
    2: die Angabe nach dem Schrägstrich steht für das Areal in der Mitte des sagittalen 
        Hippocampusanschnitts, in dem oft eine besonders starke Expression zu finden war 
    3: streifenförmiger Focus  
    4: nur das Stratum filare vorhanden  
    5: Foci in gefäßassoziierten Infiltraten, auch runde bis ovale Zellen ohne Ausläufer 
    6: in Stammhirn ein zellreiches gefäßassoziiertes Infiltrat mit wenigen runden bis ovalen Zellen ohne  
              Ausläufer    
Zellen, die in der Immunhistochemie eine Anfärbung zeigten, wiesen eine sternförmige Mor-
phologie mit mehr oder weniger ausgeprägten Ausläufern auf (Abb. 9A, C, E, Seite 87). Bei 
fünf der Tiere mit Infiltraten kamen in gefäßassoziierten Zellansammlungen auch Zellen mit 
lymphozytentypischer Morphologie vor.  
Bei den Kontrolltieren und drei der BDV-negativen Tiere zeigten sich in keinem Areal außer 
im Kleinhirnmark mehr als 8 positive Zellen pro Gesichtsfeld (Abb. 9B, D, F). Nur bei Tier 
19 NBAE.4 war (wie schon bei der GFAP-Immunhistochemie) eine leichte Erhöhung 
Vimentin-positiver Zellen im Cortex zu erkennen. 
Bei den übrigen vier der BDV-negativen NBAE-Tiere war die Vimentin-Expression ver-
glichen mit den Kontrolltieren im Bulbus olfactorius, ventral im Cortex und /oder im Corpus 
callosum leicht erhöht. 
Unter den BDV-positiven NBAE-Ratten zeigte sich in sechs Fällen eine leichte Erhöhung der 
Zahl Vimentin-exprimierender Zellen in ein oder zwei Arealen. Bei vier Tieren wurde eine 
mäßige Erhöhung mit mehr als zwei betroffenen Arealen detektiert und bei zehn Tieren war 
eine stark vermehrte Anzahl positiver Zellen mit mehr als zwei betroffenen Arealen und 
starker Expression in mehr als einem Areal festzustellen. 
Bei den Tieren mit Infiltraten gab es zwei Fälle mit leichter Erhöhung in weniger als drei 
Arealen, drei Ratten mit mehr als zwei Arealen mit mittelgradiger Erhöhung angefärbter 
Zellen und drei Fälle mit besonders vielen Vimentin-positiven Zellen, also mehr als durch-
schnittlich 20 positive Zellen in mehr als einem Gehirnabschnitt.  
Bei drei der Tiere mit Infiltraten wurden im Cortex und im Stammhirn gefäßassoziierte Foci 
Vimentin-positiver Zellen detektiert, meist zusätzlich mit Zellen, die morphologisch Lympho-
zyten ähnelten. Bei einem Tier (11.Mu) war nur ein solcher Focus im Stammhirn vorhanden. 
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In keinem Fall waren im Mittelhirn mehr als durchschnittlich acht Zellen pro Gesichtsfeld zu 
finden, nur bei einem Tier wurde abgesehen von gefäßassoziierten Foci eine leichte Erhöhung 
positiver Zellen im Stammhirn beobachtet. Die meist betroffenen Gebiete waren der Cortex, 
insbesondere im Bereich des Cingulums, das Corpus callosum und der Hippocampus. Im 
Kleinhirnmark war in einigen Fällen eine vermehrte Anzahl positiver Zellen im Verhältnis zu 
den Kontrolltieren, besonders bei den BDV-positiven Tieren zu finden. Der Bulbus 
olfactorius und die übrigen Kleinhirnschichten zeigten nur in einigen Fällen vermehrt ange-
färbte Zellen.                     
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Abbildung 9: Gewebsreakion (Vimentin-Immunhistochemie)
A: Erhöhung Vimentin-positiver Zellen im Kleinhirn des neugeboren infizierten Tieres VII NBAE.3 
(Vergrößerung x60)
B: Kleinhirn eines Kontrolltieres (neg 4Wo) in der Vimentin-Immunhistochemie (Vergrößerung x60)
C: starke Erhöhung der Vimentin-Expresson im Cortex und  Corpus callosum des neugeboren infizierten Tieres
VII NBAE.3 (Vergrößerung x60)
D: Corpus callosum und Cortex eines Kontrolltieres (Lewis NL-2; Vergrößerung x60)
E: aktivierte, Vimentin-positive Astrozyten im Corpus callosum eines Tieres mit leichter Entzündung 
(19 NBAE-1; Vergrößerung x100) 
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Der verwendete Antikörper markiert die 70 kDa und 200 kDa großen Polypeptide des Neuro-
filaments. Neurofilament wird im Gehirn ausschließlich von Neuronen exprimiert und gilt 
daher als spezifischer Marker für diesen Zelltyp.   
Da bei der Darstellung des Neurofilaments Fasern angefärbt werden, von denen das gesamte 
Neuropil mehr oder weniger durchzogen ist, und daher einzelne exprimierende Zellen nicht 
ausgemacht werden können (Abb. 10, Seite 91) und außerdem die Intensität der Färbung 
variiert, war eine vergleichende oder quantitative Auswertung der Neurofilament-Expression 
nicht möglich.  
Insgesamt lässt sich sagen, dass sich keine deutlichen Unterschiede in der Expression des 
Neurofilaments in den verschiedenen Arealen des Gehirns feststellen lassen (Abb. 10). 
Allerdings fielen bei der Auswertung einiger Schnitte der NBAE-infizierten Tiere circa zell-
kerngroße runde deutlich braune Anfärbungen auf, die bei den Kontrolltieren und den BDV-
negativen Tieren nicht vorkamen und als Axonschwellungen angesprochen werden konnten 
(Abb. 10B, C, Pfeile). Diese traten bei den betroffenen Tieren vermehrt im Cortex, Corpus 
callosum und Hippocampus und ganz vereinzelt in Mittelhirn und Stammhirn auf.  
Die je Schnitt in den angegebenen Regionen quer angeschnittenen geschwollenen Axone 
sowie sonstige Auffälligkeiten werden in Tabelle 9 aufgeführt.   
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Tabelle 9: Neurofilament-exprimierende Zellen   
     Anzahl der quer angeschnittenen geschwollenen Axone in drei Gehirnregionen  
 
Tier Cortex Corpus c. Hippoc. Anmerkungen 
Kontrolltiere 
BDV neg Ko 4 Wo 0 0 0  
BDV neg Ko 6 Wo 0 0 0  
BDV neg Ko 8 Wo 0 0 0  
Lewis NL 1 0 0 0  
Lewis NL 2 0 0 0  
Lewis NL 3 0 0 0  
Lewis NL 4 0 0 0  
BDV-negative Tiere 
VI NBAE.4 0 0 0  
VII.8 n.a. 0 n.v.  
VII.9 0 0 0  
X NBAE.1 0 0 0  
X.5 0 0 0  
12 NBAE.1 0 0 0  
19 NBAE.4 0 0 0  
BDV-positive NBAE-Tiere 
0 NBAE.1 0 0 0  
0 NBAE.2 6 2 0 
Teilweise handelt es sich um ange-
schnittene Zellen mit angeschnittenem 
Kern mit Neuronenmorphologie, bei 
denen das Zytoplasma geschwollen 
scheint und dunkelbraun angefärbt ist 
0 NBAE.3 11 3 1  
0 NBAE.4 5 0 0  
0 NBAE.6 23 2 1  
VI NBAE.1 5 1 n.v.  
VI NBAE.2 6 0 0  
VI NBAE.3 2 0 n.v.  
VII NBAE.1 4 2 1  
VII NBAE.2 0 0 0  
VII NBAE.3 10 0 0  
VII NBAE.5 5 1 0  
VII NBAE.6 6 1 1  
VIII NBAE.3 n.a. 0 0  
VIII NBAE.7 6 0 6  
IX NBAE.3 3 1 2  
IX NBAE.4 0 0 n.v.  
X NBAE.4 15 10 n.v.  
11 NBAE.1 0 0 n.v.  
11 NBAE.11 n.a. 0 1  
Tiere mit CD45-positiven Infiltraten 
0. Mu 17 0 6 
Teilweise handelt es sich um ange-
schnittene Zellen mit angeschnittenem 
Kern mit Neuronenmorphologie, bei 
denen das Zytoplasma geschwollen 
scheint und dunkelbraun angefärbt ist 
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Tabelle 9 (Fortsetzung)  
 
Tier Cortex Corpus c. Hippoc. Anmerkungen 
VII NBAE.4 16 7 15 
Im Cortex befinden sich 10 der Axon-
schwellungen in der Nähe eines gefäß-
assoziierten Infiltrats 
VII NBAE.7 1 0 0  
11.Mu 2 0 0  
19 NBAE.1 0 2 n.v.  
19 NBAE.2 0 0 0  
19 NBAE.3 0 0 0  
19 NBAE.5 2 0 0  
Abkürzungen: c. = callosum, Hippoc. = Hippocampus, n.a. = nicht auswertbar, n.v. = nicht vorhanden   
Von den 20 BDV-positiven NBAE-Tieren wurde bei fünf der Tiere keine Axonschwellung 
detektiert, wobei hier bei drei Tieren je eine Region nicht vorhanden oder nicht auswertbar 
war. 15 Ratten wiesen in den Gehirnschnitten je 1-25 der geschwollenen Neurofilament-
positiven Axone auf, bei vier von diesen waren es in einem oder zwei Arealen mehr als zehn. 
Bei fünf  Tieren traten diese in allen drei untersuchten Regionen auf, bei fünf  in zwei und 
ebenfalls bei fünf nur in einem Areal, wobei auch hier bei drei Tieren je eine Region fehlte 
oder nicht auswertbar war. In allen positiven Fällen war der Cortex betroffen (einmal nicht 
auswertbar). 
Bei den Tieren mit Infiltraten waren zwei Tiere frei von Axonschwellungen in der Neuro-
filament-Immunhistochemie. In fünf Fällen waren 1-28 Axonschwellungen zu detektieren.  
Bei zwei Tieren (0.Mu und 0 NBAE.2) war außerdem das gesamte Zytoplasma von Zellen 
mit Neuronenmorphologie dunkelbraun gefärbt. 
Tier VII NBAE.4 zeigte die meisten Axonschwellungen aller untersuchter Tiere und hatte, 
was die Verteilung dieser angeht, außerdem eine weitere Auffälligkeit. Im Cortex waren zehn 
der gezählten quergeschnittenen Axone fokal in direkter Nähe eines Gefäßes lokalisiert und 
auch im Hippocampus waren einige der geschwollenen Fortsätze eng beieinander, während in 





Abbildung 10: Gewebsreaktion (Neurofilament-Immunhistochemie)
A: Neurofilament-positive (braun) Neurone der Purkinje-Zellschicht (verminderte Zellzahl) im Kleinhirn 
von  Tier VII NBAE.1 (Vergrößerung x75)
B:Axonschwellung (Pfeil) im Corpus callosum eines 4 Wochen alten Tieres mit leichter Entzündung 
(19 NBAE-1; Vergrößerung x100)
C: quer (horizontale Pfeile) und längs (vertikaler Pfeil) angeschnittene geschwollene Axone im Cortex von
Tier 0 NBAE.3 (Vergrößerung x100)




4.6 Vergleich mehrerer Färbungen in der Übersicht 
Um die Ergebnisse der verschiedene Färbungen besser vergleichen zu können und eventuelle 
Zusammenhänge zu erkennen, wurde für die Regionen, in denen die stärksten Veränderungen 
festgestellt wurden, Cortex und Hippocampus, jeweils eine Tabelle erstellt, in der sieben 
Parameter in einer Übersicht dargestellt sind. 
Außerdem sind in Tabelle 12 von allen Tieren die Ergebnisse der Färbungen im gesamten 
Gehirn zusammengefasst.   
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Tabelle 10:  Übersicht: Befunde im Cortex  
          Die Gradeinteilung bei ED1, GFAP und Vimentin entspricht der bei den jeweiligen  
          Ergebnislisten angegebenen.  
Tier BDV [%] 










ED1 GFAP Vim. AS  (NF) 
 
Kontrolltiere 
BDV neg Ko 4 Wo 0 - - - + + + 0 
BDV neg Ko 6 Wo 0 - - - + + + 0 
BDV neg Ko 8 Wo 0 - - - + + + 0 
Lewis NL 1 0 - - - + + + 0 
Lewis NL 2 0 - - - + + + 0 
Lewis NL 3 0 - - - + + + 0 
Lewis NL 4 0 - - - + +/++ +/++ 0 
BDV-negative Tiere 
VI NBAE.4 0 - - - + +/++ +/++ 0 
VII.8 0 - - - + +/++ +/++ n.a. 
VII.9 0 - - - + +/++ + 0 
X NBAE.1 0 - - - + +/++ + 0 
X.5 0 - - - + + + 0 
12 NBAE.1 0 - - - + + + 0 
19 NBAE.4 0 + - - + + + 0 
BDV-positive NBAE-Tiere 
0 NBAE.1 25 - - - + +/++ +/++ 0 
0 NBAE.2 25 - - - +/fk++ +/+++ +/++ 6 
0 NBAE.3 28 - - + + +/+++ + 11 
0 NBAE.4 40 - - - + +-+++ +/++ 5 
0 NBAE.6 55 - - - + ++/+++ +/++ 23 
VI NBAE.1 22 - - - + +/++ ++ 5 
VI NBAE.2 23 - - - + ++/+++ ++/+++ 6 
VI NBAE.3 15 - - - ++/fk++ + /+++ ++/+++ 2 
VII NBAE.1 20 - - - + ++/+++ ++/+++ 4 
VII NBAE.2 <1 - - - + +/++ + 0 
VII NBAE.3 25 - - - +-++/fk++ +/+++ +/+++ 10 
VII NBAE.5 40 - - - +/fk++ ++/+++ +/++ 5 
VII NBAE.6 30 - - - ++-+++ +/+++ +/++ 6 
VIII NBAE.3 65 - - - + +/++ + n.a. 
VIII NBAE.7 25 - - - ++ ++/+++ +/++ 6 
IX NBAE.3 50 - - - ++ +/++ + 3 
IX NBAE.4 35 - - - + ++/+++ ++ 0 
X NBAE.4 38 + - - ++-+++ +/+++ ++ 15 
11 NBAE.1 0 - - - + + + 0 
11 NBAE.11 35 - - - + +/++ +/++ n.a. 
Tiere mit CD45-positiven Infiltraten 
0.Mu 35 + + - +-++/fk++ + +-++ 17 
VII NBAE.4 30 + + - ++-+++ ++/+++ ++-+++ 16 
VII NBAE.7 25 + + + ++/fk+++ ++/+++ ++ 1 
11.Mu 0 + + + ++ + ++ 2 
19 NBAE.1 60 + + - + + +/++ 0 
19 NBAE.2 27 + + - + +/++ +/++ 0 
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Tabelle 10 (Fortsetzung)  
Tier BDV [%] 










ED1 GFAP Vim. AS  (NF) 
19 NBAE.3 42 + + + +-++ +/++ +/++ 0 
19 NBAE.5 20 + + + +/fk++
 
+/++ + 2 
Abkürzungen: Vim. = Vimentin, AS = Axonschwellungen, NF = Neurofilament, fk = fokal, n.a. = nicht 
                        auswertbar    
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Tabelle 11:  Übersicht: Befunde im Hippocampus  
                     Die Gradeinteilung bei ED1, GFAP und Vimentin entspricht der bei den  
                     jeweiligen Ergebnislisten angegebenen.  
Tier BDV* [%] 










ED1 GFAP Vim. AS  (NF) 
 
Kontrolltiere 
BDV neg Ko 4 Wo 0 - - - + +-++ + 0 
BDV neg Ko 6 Wo 0 - - - + +-++ + 0 
BDV neg Ko 8 Wo 0 - - - + +-++ + 0 
Lewis NL 1 0 - - - + +-++ + 0 
Lewis NL 2 0 - - - + +-++ + 0 
Lewis NL 3 0 - - - + + + 0 
Lewis NL 4 0 - - - + +-++ + 0 
BDV-negative Tiere 
VI NBAE.4 0 - - - + +/++ + 0 
VII.8 0 - - - + +++ + n.v. 
VII.9 0 - - - + +/++ + 0 
X NBAE.1 0 - - - + ++ + 0 
X.5 0 - - - + + n.v. 0 
12 NBAE.1 0 - - - + + + 0 
19 NBAE.4 0 + - - + + + 0 
BDV-positive NBAE-infizierte Tiere 
0 NBAE.1 45 - - - +/fk++ ++/+++ +/+++ 0 
0 NBAE.2 27 - - - + ++ +/++ 0 
0 NBAE.3 50 - - + + ++ + 1 
0 NBAE.4 50 - - - + ++ +-++ 0 
0 NBAE.6 70 - - - ++ ++/+++ +/++ 1 
VI NBAE.1 60 - - - n.v. ++ n.v. n.v. 
VI NBAE.2 80 - - + +/fk++ +++ +++ 0 
VI NBAE.3 45 - - - +++ ++ +++ n.v. 
VII NBAE.1 n.v. - - - n.v. +++ +++ 1 
VII NBAE.2 0 - - - + ++ + 0 
VII NBAE.3 65 - - - +/fk++-+++ +++ ++/+++ 0 
VII NBAE.5 70 - - - ++ ++/+++ +/+++ 0 
VII NBAE.6 65 - - - n.v. +++ +/+++ 1 
VIII NBAE.3 60 - - - + ++ + 0 
VIII NBAE.7 85 - - - ++ ++ +/+++ 6 
IX NBAE.3 60 - - - n.a. + + 2 
IX NBAE.4 78 - - - n.v. ++ n.v. n.v. 
X NBAE.4 43 - - - n.v. n.v. ++ n.v. 
11 NBAE.1 n.v. - - - n.v. n.v. n.v. n.v. 
11 NBAE.11 75 - - - + +/+++ n.v. 1 
Tiere mit CD45-positiven Infiltraten 
0.Mu 10 - + - ++/fk+++ ++ +++ 6 
VII NBAE.4 50 + + + +++ +++ ++-+++ 15 
VII NBAE.7 80 n.v. + + +++ +++ +++ 0 
11.Mu 0 + + + +++ ++ n.v. 0 
19 NBAE.1 n.v. + + - n.v. n.v. n.v. n.v. 
19 NBAE.2 65 - n.a. n.a. +-++ ++ ++ 0 
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Tabelle 11 (Fortsetzung)  
Tier BDV* [%] 










ED1 GFAP Vim. AS  (NF) 
19 NBAE.3 75 + + + ++ ++-+++ ++ 0 
19 NBAE.5 52 + + + +
 
++/+++ + 0 
Abkürzungen: Vim. = Vimentin, AS = Axonschwellungen, NF = Neurofilament, fk = fokal, n.a. = nicht 
                        auswertbar, n.v. = nicht vorhanden 
* = in der Pyramiden-Zellschicht   
In Tabelle 12 wurden für einige Färbungen Parameter erstellt, die die Ergebnisse aller unter-
suchten Hirnareale zusammenfassen. Im folgenden sind die Definitionen für die in Tabelle 12 
verwendeten Symbole und Abkürzungen aufgeführt:  
Symptome:
- : keine Verhaltensstörungen oder gestörtes Allgemeinbefinden beobachtet 
+ : Verhaltensauffälligkeiten und/oder gestörtes Allgemeinbefinden 
n.t. : wurden nicht untersucht  
BDV:
0 : keine Immunrektion mit dem Anti-p38-Ak 
+ : nur vereinzelt positive Zellen in manchen Regionen 
++ : positive Zellen in allen Arealen und in vier oder weniger der Gehirnabschnitte  
Mehr als 20 % (Bo nicht bewertet) 
+++ : positive Zellen in allen Arealen und in mehr als vier der Gehirnabschnitte  
mehr als 20 % (Bo nicht bewertet)  
ED1:
+ : in keinem Gehirnabschnitt erhöhte Zahl GFAP-positiver Zellen im Vergleich  
zu den Kontrolltieren 
++ : Erhöhung der Zahl positiver Zellen oder Foci in mindestens einem Areal 
+++ : Foci und/oder starke Erhöhung ED1-positiver Zellen in mehr als zwei Arealen  
GFAP:
+ : in keinem oder einem Gehirnabschnitt erhöhte Zahl GFAP-positiver Zellen  
im Vergleich zu den Kontrolltieren 
++ : Zahl positiver Zellen ist in mehr als einem Areal erhöht und in weniger als  
drei Abschnitten stark erhöht 
+++ : Zahl positiver Zellen ist in mehr als einem Areal erhöht und mehr als  





+ : in keinem oder einem Gehirnabschnitt erhöhte Zahl Vimentin-positiver Zellen  
im Vergleich zu den Kontrolltieren 
++ : Zahl positiver Zellen ist in mehr als einem Areal erhöht und in weniger als  
zwei Abschnitten stark erhöht 
+++ : Zahl positiver Zellen ist in mehr als einem Areal erhöht und mehr als  
einem Abschnitt stark erhöht  
Axonschwellungen (AS) in der Neurofilament-Immunhistochemie:
- : keine Axonschwellung in der Neurofilament-darstellenden Färbung gefunden 
+ : Axonschwellungen in Cortex, Cc und /oder HC vorhanden  
Purkinje-Zelldichte:
- : keine deutliche Verminderung der Zelldichte 
+ : deutlich weniger Purkinjezellen als bei den Kontrollen  
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Tabelle 12: Gesamtübersicht aller Tiere über die Ergebnisse mehrerer Untersuchungen  
Tier Alter [d] Dosis 
Symp-







BDV neg Ko 4 Wo 28 - - 0 + + + - - 
BDV neg Ko 6 Wo 42 - - 0 + + + - - 
BDV neg Ko 8 Wo 56 - - 0 + + + - - 
Lewis NL 1 30 - - 0 + + + - - 
Lewis NL 2 30 - - 0 + + + - - 
Lewis NL 3 30 - - 0 + + + - - 
Lewis NL 4 30 - - 0 + + + - - 
Negative Tiere 
VI NBAE.4 110 200 n.t. 0 + ++ ++ - - 
VII.8 110 - n.t. 0 + +++ ++ - - 
VII.9 110 - n.t. 0 + ++ + - - 
X NBAE.1 90 400 - 0 + ++ ++ - - 
X.5 400 - n.t. 0 + + + - - 
12 NBAE.1 7 500 n.t. 0 ++ + + - - 
19 NBAE.4 28 1000 - 0 + + + - - 
BDV-positive NBAE-infizierte Tiere 
0 NBAE.1 310 500 + ++ ++ ++ +++ - + 
0 NBAE.2 310 500 + ++ +++ ++ ++ + + 
0 NBAE.3 310 500 + ++ ++ ++ ++ + + 
0 NBAE.4 690 500 - +++ ++ ++ ++ + + 
0 NBAE.6 310 500 + +++ ++ +++ ++ + + 
VI NBAE.1 110 200 + ++ ++ ++ ++ + n.a. 
VI NBAE.2 110 200 - ++ ++ +++ +++ + + 
VI NBAE.3 110 200 - ++ +++ +++ +++ + + 
VII NBAE.1 110 200 - ++ ++ +++ +++ + + 
VII NBAE.2 110 200 - + + ++ + - - 
VII NBAE.3 110 200 - +++ +++ +++ +++ + + 
VII NBAE.5 110 200 - +++ ++ +++ +++ + + 
VII NBAE.6 110 200 + ++ ++ +++ +++ + + 
VIII NBAE.3 450 400 - +++ ++ ++ + - + 
VIII NBAE.7 90 400 + +++ ++ ++ +++ + + 
IX NBAE.3 90 400 + +++ ++ ++ ++ + + 
IX NBAE.4 740 400 + +++ ++ +++ ++ - + 
X NBAE.4 90 400 - ++ +++ +++ ++ + + 
11 NBAE.1 11 500 n.t. + ++ + + - - 
11 NBAE.11 640 500 + ++ ++ +++ ++ + + 
Tiere mit CD45-positiven Infiltraten 
0.Mu 105 - n.t. ++ +++ + ++ + - 
VII NBAE.4 110 200 + ++ +++ +++ +++ + + 
VII NBAE.7 110 200 + ++ +++ +++ +++ + n.a. 
11.Mu 270 - n.t. 0 +++ ++ ++ + - 
19 NBAE.1 28 1000 - +++ ++ + ++ + - 
19 NBAE.2 28 1000 - +++ ++ ++ ++ - -   
19 NBAE.3 28 1000 - +++ ++ ++ ++ - - 
19 NBAE.5 28 1000 - ++ ++ ++ + + - 




5 Diskussion  
In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der Infektion mit dem Borna Disease Virus auf das 
Gehirn von neugeboren infizierten Ratten untersucht.  
Das Virus mit den für ein RNA-Virus untypischen Eigenschaften, dem besonders breiten 
Wirtsspektrum und der großen Variabilität des Krankheitsverlaufs wirft trotz seiner relativ 
frühen Identifikation am Anfang des 20. Jahrhunderts immer noch zahlreiche Fragen bezüg-
lich Epidemiologie, Pathogenese und dem zoonotischen Potential auf. Untersuchungen an 
infizierten Tieren sind nicht nur von Bedeutung, um die natürliche Infektion besser zu ver-
stehen. Tiermodelle mit ihrem unterschiedlichen, aber reproduzierbaren Verlauf und den 
pathologischen Veränderungen im Gehirn dienen häufig als Modell für verschiedene men-
schliche Erkrankungen. So spielt die experimentelle Infektion von Nagern mit dem BDV hin-
sichtlich degenerativer, auf einer entzündlichen Reaktion basierender Erkrankungen eine 
wichtige Rolle in der Forschung.  
Dabei ist die Infektion der Ratte das am besten dokumentierte Modell. Je nach  Infektions-
zeitpunkt und damit dem Immunstatus der Tiere resultiert sie in einer CD8+-T-Zell-vermittel-
ten Meningoenzephalitis (immunkompetente Tiere) oder in einer persistierenden Infektion 
ohne offensichtliche Entzündungsreaktion (immuninkompetente Tiere). 
Für die eigenen Untersuchungen standen Gehirne von Lewis Ratten aus dem Friedrich-
Loeffler-Institut in Tübingen zur Verfügung, die als Neugeborene aerogen infiziert wurden. 
Diese Art der Infektion stellt nicht nur einen minimal invasiven Eingriff dar, sie dürfte auch 
dem Weg der natürlichen Infektion von Pferden und Schafen entsprechen. Die Versuchstiere 
wurden am Tage der Geburt innerhalb der ersten 18 Stunden infiziert und in verschiedenem 
Alter zwischen sieben und 690 Tagen getötet. Zusätzlich standen die Gehirne von zwei 
Muttertieren, Sentinels und Negativkontrollen verschiedenen Alters zur Verfügung.  
Bisherige Untersuchungen von neugeboren infizierten Ratten wurden ausschließlich bei intra-
zerebral infizierten Tieren durchgeführt. Hierbei ist zu berücksichtigen, dass durch die intra-
zerebrale Injektion Noxen in zweierlei Hinsicht gesetzt werden, deren Auswirkungen auf das 
sich noch entwickelnde Gehirn Neugeborener kaum abgeschätzt werden können. Zum einen 
ist die mechanische Schädigung durch die Injektionsnadel, zum anderen die Schädigung 




al., 2001; Oyesiku et al., 1999; Ray et al., 2002; Rice et al., 2003) ist bekannt, dass solche 
traumatischen Eingriffe im Gehirn initial zu Veränderungen des zerebralen Metabolismus, der  
Durchblutung und der Ionen-Homöostase führen und sekundär eine inflammatorische Ant-
wort und destruktive Prozesse verursachen sowie endogene Regenerationsprozesse in Gang 
setzen.  
Insofern sind Spätfolgen solcher Veränderungen und deren Einfluss unter der Bedingung 
einer Infektion des Gehirngewebes kaum abzuschätzen. Die nun gewählte Methode der 
Aerosol-Infektion bietet die Möglichkeit, die Infektion des Zentralnervensystems Neuge-
borener ohne jegliche mechanische Schädigung, die zu Gewebereaktionen und entzündlichen 
Veränderungen einschließlich Zellinfiltration führen kann, untersuchen zu können.  
Das Ziel dieser Arbeit war es, die Infektion der mit der neuen Methode der aerogenen In-
fektion neugeboren infizierten Ratten näher zu charakterisieren und mit den bekannten 
Modellen und der natürlichen Infektion zu vergleichen. Dafür wurden an Paraffinschnitten 
von Gehirnen NBAE-infizierter Ratten, Sentinels, Mütter und Kontrolltiere Standard-und 
immunhistochemische Färbungen mit verschiedenen Markern durchgeführt, um insbesondere 
die Virusausbreitung und verteilung, das Vorhandensein und Ausmaß einer Immunantwort 
sowie zelluläre Reaktionen von Astrozyten und Neuronen zu untersuchen.    
5.1 Virusausbreitung  
Von den 30 NBAE-infizierten Ratten wiesen 24 das Virusprotein p38 in allen untersuchten 
Gehirnarealen auf, wobei bei drei Tieren die äußeren Schichten des Bulbus olfactorius keine 
positiven Zellen enthielten. Die BDV-positiven Tiere waren zwischen 28 und 310 Tage alt, 
vier Tiere älter als ein Jahr. Die gleichmäßig diffuse Verteilung des Virus im Gehirn ist 
typisch für neugeboren infizierte Ratten. Weissenböck et al. (2000) beschreiben bei 
intrazerebral infizierten Tieren eine Zunahme der Proteinverteilung zwischen der vierten und 
sechsten Woche, jedoch konnte in eigenen Untersuchungen kein signifikanter Unterschied in 
der Prozentzahl der BDV-positiven Zellen zwischen den vier Wochen alten und den über 15 




Gehirn bei den aerogen infizierten Tieren sprechen, da bereits bei 4 Wochen alten Ratten das 
Virus im gesamten Gehirn vorhanden ist.  
Das sieben Tage alte Tier 12 NBAE.1 zeigte sich in der p38-Immunhistochemie frei von an-
gefärbten Zellen. Da es außer einer leichten, in diesem Zusammenhang eher zu vernach-
lässigenden Erhöhung ED1-positiver Zellen im Kleinhirn in den Untersuchungen keine Auf-
fälligkeiten aufwies, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob bei diesem Tier die experi-
mentelle Infektion nicht angegangen und das Tier gesund war oder es zum Tötungszeitpunkt 
noch zu keiner Virusproteinsynthese in infizierten Zellen gekommen war. Da bei den bishe-
rigen Infektionsmethoden Purkinjezellen ab Tag sieben infiziert werden (Bautista et al., 
1995), ist dieser Befund schwer einzuschätzen und es lassen sich bei diesem Einzelfall keine 
Rückschlüsse auf die Kinetik der Virusausbreitung ziehen.  
Bei dem elf Tage alten Tier 11 NBAE.1 ließ sich Virusprotein nur in wenigen Neuronen in 
Mittel- und Stammhirn nachweisen. Das ist ungewöhnlich, da sich nach  intrazerebraler In-
fektion in der Regel als erstes die Purkinjezellen im Kleinhirn, dann der Cortex und der 
Hippocampus infiziert zeigen (Bautista et al., 1995). Naheliegend wäre in der Anfangsphase 
der Infektion bei der intranasalen Infektionsroute auch das Vorhandensein von Virusprotein 
im Bulbus olfactorius wie es bei der natürlichen Infektion des Pferdes vorkommt. Leider 
konnte bei Tier 11 NBAE.1 der Hippocampus nicht ausgewertet werden, es bleibt also offen, 
ob dieser infizierte Zellen enthält oder nicht. Da BDV direkten Zell-Zell-Kontakt zur Aus-
breitung benötigt und die Verbreitung von BDV durch olfaktorische Neuronen zum 
limbischen System in Ratten gezeigt werden konnte (Carbone et al., 1987; Morales et al., 
1988), liegt es nahe, dass bei diesem 11 Tage alten Tier das Virus über olfaktorische 
Neuronen zum Hippocampus gelangte und sich von dort weiter zum Mittel- und Stammhirn 
ausbreitete. Warum im Bulbus olfactorius keine positiven Zellen detektiert wurden und 
warum sich das Virus nicht wie erwartet vom limbischen System in den normalerweise am 
Anfang der Infektion betroffenen Cortex weiterverbreitet hat, kann hier nicht beantwortet 
werden. Mögliche Erklärungen sind, dass Zellen in diesen Regionen in einer noch früheren 
Phase infiziert waren und das Protein dann eliminiert werden konnte oder dass Zellen zwar 
infiziert sind, aber kein p38-Protein synthetisiert wurde. Eine alternative Erklärung wäre, dass 
nach Aufnahme das Virus über entsprechende Projektionsbahnen ohne Vermehrung im 
Bulbus olfactorius und Frontalhirn in kaudale Hirnregionen gelangt. Morales et al. (1988) 
zeigten, dass nach intranasaler Infektion adulter Ratten das Virus intraaxonal von den Neuro-




Um dieser Frage nachzugehen, müssten weitere Untersuchungen an Tieren jüngeren Alters 
durchgeführt werden und außer Protein auch ein RNA-Nachweis (zum Beispiel mittels In-
Situ-Hybridisierung) erfolgen.   
Der Nachweis von p38-Protein im Mittel- und Stammhirn bei einem nur elf Tage alten Tier 
und die Verteilung des BDV in den vier Wochen alten Ratten sprechen für eine besonders 
rasche Ausbreitung des Virus im Gehirn der über die aerogen/intranasalen-Methode infi-
zierten Tiere, jedoch müssten, um den genauen Verlauf der Virusausbreitung zu Beginn der 
Infektion bei diesen Tieren genauer zu verifizieren, weitere Untersuchungen in kürzeren Ab-
ständen nach Infektion erfolgen.  
Nach Weissenböck et al. (2000) nimmt bei intrazerebral infizierten Ratten die Verbreitung der 
Proteine im Gehirn zwischen der 28. und 52. Woche allmählich ab, während Narayan et al. 
(1983a) eine zeitlich unbegrenzte Virusreplikation in adult und neugeboren intrazerebral 
infizierten Ratten beschreibt. In den eigenen Untersuchungen konnte kein Rückgang der 
Virusproteinmenge und verbreitung festgestellt werden. Auch das 64 Wochen alte, das 91 
Wochen alte, das 98 Wochen alte und das über zwei Jahre alte Tier zeigten immer noch 
zahlreiche positive Zellen im gesamten Gehirn. Weder bezüglich des Anteils infizierter 
Zellen, noch der Verteilung des BDV im Gehirn konnten deutliche Unterschiede zwischen 
Tieren der verschiedenen Altersstufen  festgestellt werden, was für eine lebenslange 
Persistenz ohne Rückgang infizierter Zellen spricht. 
Besonders viele infizierte Zellen fanden sich im Cortex und in der Pyramiden-Zellschicht des 
Hippocampus. Das entspricht den Erwartungen für die neugeboren infizierte Ratte. Auch ge-
hören diese Areale zu den Schwerpunkten der Infektion beim Pferd (Bilzer et al., 1996, 
Lebelt und Hagenau, 1996). Dagegen überraschten die großen Unterschiede (4-60%) in der 
Purkinje-Zellschicht im Kleinhirn. Neurone gelten als die Hauptzielzellen des BDV und bei 
neugeboren infizierten Ratten werden die Purkinjezellen bereits ab Tag sieben infiziert und 
gehen zwischen Tag 27 und 75 p.i. verloren (Bautista et al., 1995; Eisenman et al., 1999; 
Zocher et al., 2000). 
Es sollte hier kritisch bemerkt werden, dass bei den Tieren mit verminderter Purkinjezellzahl 
nur wenige Zellen ausgezählt werden konnten, da im gesamten Schnitt teilweise nicht mehr 
als  40 Purkinjezellen zu finden waren und die Prozentangabe kein verlässlich repräsentatives 
Ergebnis darstellt.  




Außer den beiden wenige Tage alten Ratten gab es noch drei weitere aerosol-infizierte Tiere, 
die in der Immunhistochemie negativ blieben und ein Tier (VII NBAE.2), das nur im Bulbus 
olfactorius und im Cortex vereinzelt Zellen mit BDV-Protein aufwies.  
Diese vier Tiere waren in einer Geschwistergruppe mit gleicher Dosis und Tötung im 
gleichen Alter, die die oben beschriebene weite Verbreitung im gesamten Gehirn aufwiesen. 
Die vier Tiere zeigten neben einer leichten Erhöhung GFAP- und Vimentin-positiver Zellen 
keine anderen Auffälligkeiten. Es ist denkbar, dass diese Tiere entweder nicht erfolgreich 
infiziert waren, dass also kein oder nicht genügend infektiöses Virus in das Nervensystem 
gelangen konnte, dass das Virus in infizierten Zellen nur einen unvollständigen 
Vermehrungszyklus durchlief  oder dass das Virus nach Ausbreitung im ZNS von den Tieren 
eliminiert werden konnte. Letzteres ist nicht auszuschließen, aber unwahrscheinlich, da das 
Virus, selbst wenn die Infektion bei älteren Tieren erfolgt, bei denen eine Immunreaktion 
stattfindet, im Gehirn persistiert. Auch in Fällen, in denen antivirale Antikörper in neugeboren 
infizierten Ratten gefunden werden, zeigen diese keine neutralisierende Aktivität (Stitz et al., 
1998). Gegen eine Eliminierung des Virus spricht auch, dass bei keinem dieser Tiere Infiltrate 
oder eine Mikrogliose festgestellt werden konnte. Das ist besonders bei dem vier Wochen 
alten Tier 19 NBAE.4 von Aussagekraft, da alle vier gleich behandelten und gleich alten 
Wurfgeschwister Infiltrate im Gehirn aufwiesen. 
Interessanterweise zeigten auch die zwei Sentinels der Gruppe VII keine Immunreaktion, aber 
eine leichte Erhöhung GFAP- und Vimentin-positiver Zellen.  
Bei einem Versuch, bei dem BDV-spezifische CD4+
-Zellen (Zelllinie ohne zytolytische 
Aktivität) vor der BDV-Inokulation transferiert wurden, konnte die Infektion verhindert wer-
den. Diese Tiere zeigten nur eine geringgradige vorübergehende Enzephalitis, kurzfristige 
Virusreplikation im Gehirn und konnten danach über die frühzeitige CD8+-T-Zellaktivität, die 
durch die transferierten CD4 +-T-Helferzellen  begünstigt wurde, das Virus komplett elimi-
nieren (Nöske et al., 1998). Möglicherweise konnten die negativen Tiere und die Sentinels 
vor einer später erfolgten Infektion durch Exposition von BDV-Antigenen solche Lympho-
zyten bilden und waren dann später in der Lage, die Ausbreitung von BDV im Gehirn zu ver-
hindern. 
Dass bei dem negativen Tier der Gruppe 19 keinerlei Reaktion zu beobachten war, kann an 
dem jungen Alter von 4 Wochen des Tieres liegen. Bei Versuchen von Sauder und Staeheli 




wurden. Möglicherweise erfolgt in diesem Zeitraum noch keine Virusausscheidung der Ge-
schwister und damit keine Ansteckung.  
Das Tier VII NBAE.2, bei dem vereinzelt p38-positive Zellen im Bulbus olfactorius und 
Cortex detektiert wurden, könnte eine solche leichte beginnende Infektion repräsentieren, 
auch wenn dieses Tier mit 110 Tagen genauso alt, bzw. älter ist als die negativen NBAE-
Tiere. Bei Morales et al. (1988) traten bei den Müttern erste Zeichen einer Krankheit auf, 
wenn die Jungen 3-5 Monate alt waren. Über den Zeitpunkt der Ansteckung durch die Ge-
schwister und den Verlauf der Infektion bei Sentinels, bzw. nicht erfolgreich infizierten Ge-
schwistern ist dagegen wenig bekannt. So lässt sich die Vermutung nicht ausschließen, dass 
sich Tiere trotz gleicher Haltungsbedingungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten infizieren. 
Möglicherweise variiert hier Infektionszeitpunkt und die Ansteckung erfolgt nicht einheitlich 
in einem bestimmten Alter. Dass das Tier VII NBAE.2 das Virus nach erfolgreicher 
aerogener Infektion weitgehend eliminieren konnte, ist nicht nur aus oben genannten Gründen 
unwahrscheinlich, dagegen spricht auch, dass bei diesem Tier im Gegensatz zu der Mehrzahl 
der NBAE-Tiere weder Axonschwellungen, noch eine verminderte Anzahl der Purkinjezellen 
als Folge einer frühen Infektion festgestellt wurden. Vielmehr scheint das Tier sich am 
Beginn einer Infektion befunden zu haben. 
Um zu klären, ob es bei der Borna Krankheit möglicherweise eine transiente Infektion gibt,  
müssten weitere Untersuchungen an Sentinels verschiedenen Alters erfolgen, damit der Zeit-
punkt der Ansteckung, eine Immunantwort und eine Elimination des Virus bestimmt werden 
kann.   
Bei den beiden Müttern müsste im Falle einer Ansteckung durch die Jungtiere das Bild dem 
der adult infizierten immunkompetenten Ratten entsprechen, die wie erkrankte Pferde und 
Schafe die typische Borna Krankheit entwickeln, mit Enzephalitis gefolgt von langsamen 
Rückgang der Entzündung und der akuten Symptome mit anschließender Viruspersistenz. 
Diesem Bild entspricht das Tier 0.Mu, das eine starke Entzündung und Virusprotein in allen 
Gehirnarealen aufweist. Dagegen stellt das Tier 11.Mu einen anderen Fall dar, da es zwar 
mononukleäre Infiltrate zeigt, aber frei von p38-Protein ist. Möglicherweise reichte hier die 
Virusdosis, die von ihren Nachkommen ausgeschieden und von der Mutter aufgenommen 
wurde, nicht aus, um eine typische Borna Krankheit auszulösen, sondern konnte durch die 
Immunantwort des Tieres wie auch bei den oben genannten BDV-negativen Tieren eliminiert, 




Neben den Tieren, bei denen trotz Infektion kein BDV-Protein nachzuweisen war und die 
zum Zeitpunkt der Tötung keine Immunreaktion zeigten, gab es unter den erfolgreich NBAE-
infizierten Ratten sechs Tiere, die CD45-positive mononukleäre Zellinfiltrate aufwiesen. Alle 
diese Tiere hatten Virusprotein im gesamten Gehirn und es wurde kein deutlicher Unterschied 
in der Menge positiver Zellen zu den Tieren ohne Entzündung festgestellt. Warum die 110 
Tage alten Tiere der Gruppe VII eine Entzündung zeigten und ob diese Immunantwort zu 
einem späteren Zeitpunkt zu einer Eliminierung des BDV oder Eindämmung der Virus-
ausbreitung führen könnte, wird in Immunologische Reaktion noch einmal aufgegriffen.  
Obwohl neugeboren BDV-infizierte Ratten als immuntolerant gelten, ist bekannt, dass bei 
intrazerebral infizierten Tieren im Alter von vier Wochen eine transiente mononukleäre 
Inflammation auftritt (Hornig et al., 1999; Sauder und De la Torre, 1999; Weissenböck et al., 
2000). Dies war auch bei allen vier Wochen alten Tieren der Gruppe 19 der Fall und es ist 
nicht zu erwarten, dass das Virus durch diese eliminiert oder vermindert wird, sondern dass 
die Entzündung (Infiltrate) wieder abklingt und das Virus in großen Mengen im ZNS 
persistiert.  
Wie erwartet waren die mononukleären Zellen um die Gefäße in allen Fällen mit Zellin-
filtraten p38-negativ. Das entspricht bisherigen Beobachtungen, bei denen vor allem Neurone, 
seltener Astrozyten, ependymale Zellen und Oligodendrozyten BDV-infiziert sind, aber nicht 
die Entzündungszellen (Herden et al., 2005). 
Eine Dosisabhängigkeit bezüglich der Virusproteinmenge und dem Grad der Ausbreitung bei 
den NBAE-infizierten Ratten konnte nicht festgestellt werden. Jedoch war eines der Tiere, die 
mit der geringsten Dosis von 200 l behandelt wurden, negativ und zwei zeigten eine 
Entzündung, was vermuten lässt, dass die Infektion am ersten Lebenstag nicht erfolgreich 
war. Eines der Tiere der 400 l-Gruppe und eines der 1000 l-Gruppe blieben ebenfalls 
negativ. Alle Ratten, die mit der Dosis von 500 l behandelt wurden, waren BDV-positiv. Es 
ist daher naheliegend anzunehmen, dass eine niedrige Dosis die Erfolgschancen für das An-
gehen einer Infektion an Tag 1 vermindert, eine hohe Dosis aber keine erfolgreiche Infektion 
garantiert. 
Zusammenfassend lässt sich für die mit der neuen Methode infizierten Tiere sagen, dass, 
wenn diese erfolgreich infiziert werden konnten, das BDV sich rasch und weit im Gehirn ver-
breitet und die Verbreitung von Virusprotein auch im hohen Alter von über zwei Jahren nicht 
abnimmt. Auch bestätigt werden konnte die Beobachtung, dass persistent infizierte Tiere in 




und Staeheli, 2003) wie bei dem Muttertier 0.Mu gezeigt wurde. Es wird angenommen, dass 
persistent infizierte Tiere Virus über Körpersekrete ausscheiden, da infektiöses Virus in Urin 
und Speichel infizierter Ratten nachgewiesen werden konnte (Morales et al., 1988; Nitzschke, 
1963). 
Allerdings waren immerhin vier von 28 NBAE-Tieren BDV-negativ, also nicht erfolgreich 
infiziert und zwei Tiere zeigten eine starke Immunantwort, die vermuten lässt, dass diese 
Tiere bei der experimentellen Infektion nicht genügend Virus erhalten haben und sich zu 
einem späteren Zeitpunkt, in einem Alter, in dem das Immunsystem ausgereift war, an dem 
von den infizierten Wurfgeschwistern ausgeschiedenen Virus infiziert haben.    
5.2 Immunologische Reaktion  
Bei der natürlichen Infektion von Pferden und Schafen und der experimentellen Infektion der 
adulten immunkompetenten Ratte und der meisten Mäusestämme ist die Borna Krankheit 
charakterisiert durch eine schwere Enzephalitis. Die Pathogenese dieser ist am besten doku-
mentiert bei dem Rattenmodell, bei dem sowohl CD4+ als auch CD8+-T-Zellen in den Zell-
infiltraten präsent sind und die Elimination oder funktionale Blockade dieser Lymphozyten 
sowohl BDV-induzierte Symptome als auch histopathologische Veränderungen im Gehirn 
verhindert (Bilzer und Stitz, 1996). Das Auftreten von klinischen Anzeichen deckt sich zeit-
lich mit dem Auftreten einer entzündlichen Reaktion (Carbone et al., 1987) und T-Zellen, die 
aus dem Gehirn gewonnen werden, weisen hohe lytische Aktivität gegen Zielzellen auf (Batra 
et al., 2003; Planz et al., 1993; Sobbe et al., 1997) und sind für zelluläre Degeneration und 
kortikale Atrophie verantwortlich (Bilzer und Stitz, 1994; Sobbe et al., 1997).  
Dagegen sind Symptome und neurodegenerative Erscheinungen bei neugeboren infizierten 
Ratten wahrscheinlich nicht auf eine Immunreaktion zurückzuführen. Zwar kommt es zumin-
dest bei intrazerebral infizierten Tieren zu reproduzierbaren transienten mononukleären In-
filtraten (Weissenböck et al., 2000), die mehrheitlich T-Zellen, weniger NK-Zellen, Mono-
zyten/Makrophagen und B-Zellen enthalten (Hornig et al., 1999; Weissenböck et al., 2000), 
jedoch handelt es sich nicht um BDV-spezifische Lymphozyten. Das Vorkommen solcher 
Infiltrate fällt mit dem Höchststand der neuronalen Apoptose zusammen. Jedoch ist es 




bei neugeboren infizierten Tieren spielen (Weissenböck et al., 2000), da die Verteilung dieser 
und der apoptotischen Zellen nicht übereinstimmt und neonatal thymektomierte und infizierte 
Ratten ein ähnliches Muster von Apoptose ohne Inflammation zeigen (Hornig und Stitz, 
unveröffentlicht; Weissenböck et al., 2000). 
Diese Beobachtungen konnten in den eigenen Untersuchungen weitgehend bestätigt werden.  
Kontrolltiere, BDV-negative Tiere (außer einem Muttertier) und 20 erfolgreich NBAE-infi-
zierte Ratten waren frei von Infiltraten und zeigten in der CD45-Immunhistochemie keine 
angefärbten Zellen im Neuropil. Lediglich die vier BDV-positiven vier Wochen alten Tiere 
zeigten zahlreiche kleine gefäßassoziierte Infiltrate. Diese ovalen rundkernigen Zellen waren 
insgesamt zu etwa einem Drittel CD45-positiv, wobei der Anteil an CD45-positiven Zellen in 
den einzelnen Infiltraten  von 0 bis über 80% stark schwankte. Außerdem wiesen zwei dieser 
Tiere zusätzlich CD45-positive Zellen diffus im Hirnparenchym auf. Keine der Zellen expri-
mierte CD8.  Das überrascht nicht, da in adult infizierten Tieren MHC-I-abhängige CD8+
-T-
Zellen Effektorzellen repräsentieren, die die Krankheit verursachen (Bilzer und Stitz, 1994; 
Sobbe et al., 1997), in neugeboren intrazerebral infizierten aber die vorübergehende Immun-
antwort als unspezifisch und nicht destruktiv gilt (Weissenböck et al., 2000). Auch eine 
mittelgradige Mikrogliose wurde in eigenen Untersuchungen mit dem Antikörper gegen ED1 
bei den vier Wochen alten Tieren detektiert. Vor allem bei Tier 19 NBAE.5 war die Ver-
teilung der angefärbten Zellen vielfach fokal und gefäßassoziiert, woraus sich schließen lässt, 
dass es sich bei den infiltrierenden Zellen auch um Makrophagen handelt oder gewebs-
ständige Mikroglia-Zellen durch die eingewanderten Immunzellen rekrutiert wurden.  
Eine mittelgradige bis starke Erhöhung ED1-exprimierender Zellen kam auch im Gehirn aller 
anderen erfolgreich NBAE-infizierten Tieren vor. Diese unspezifische Immunreaktion war 
nicht unbedingt bei den nicht invasiv infizierten Tieren dieser Studie zu erwarten, auch wenn 
Weissenböck et al. (2000) bei intrazerebral infizierten Ratten eine deutliche Mikrogliose nach 
vier Wochen beschreiben, die mindestens bis zur 52. Woche besteht. In eigenen Unter-
suchungen war selbst bei den über einem Jahr alten Tieren eine Mikrogliose festzustellen  und 
das 11 Tage alte Tier zeigte bereits eine leichte Reaktion ventral des Hippocampus und im 
Kleinhirnmark.  
Alle Tiere der Gruppe 0, die mit einer Virusdosis von 500 µl infiziert wurden, zeigten das 
typische Bild einer BDV-Infektion immuninkompetenter Ratten. Bei diesen Tieren konnte 




deutlichen Gliareaktion in Abwesenheit einer spezifischen Immunreaktion, beziehungsweise 
in Anwesenheit von Immuntoleranz sehen. 
Bei dem Tier VII NBAE.2, bei dem sich nur vereinzelt in Bulbus olfactorius und Cortex 
BDV-positive Zellen fanden, war keine Erhöhung von Mikrogliazellen/Makrophagen zu 
erkennen.  
Mikroglia-Aktivierung im Gehirn ist zwar schon ab 24 Stunden nach einem Insult detektier-
bar, Proliferation der Mikrogliazellen findet aber erst nach zwei bis drei Tagen statt 
(Übersicht in Streit et al., 1999). Tier VII NBAE.2 wurde also möglicherweise zu Beginn der 
Infektion noch vor einer mikroglialen Proliferation getötet oder die wenigen infizierten Zellen 
reichten nicht, um diese unspezifische Immunantwort auszulösen.  
Es ist bekannt, dass mikrogliale Zellen unterschiedliche morphologische Erscheinungsformen 
annehmen können und dass diese mit funktionellen Stadien korrelieren (Übersicht in Streit et 
al., 1988). Die ruhende Mikroglia ist relativ klein und hat dünne verzweigte Fortsätze. Bei 
Aktivierung nach verschiedenen Gehirninsulten entwickelt die Zelle vergrößerte Zellfortsätze 
und ein buschiges Aussehen. Bei Zelltod von Neuronen transformieren Mikrogliazellen zu 
phagozytierenden Makrophagen mit deren typischer Morphologie (große zytoplasmareiche 
Zellen ohne deutliche Ausläufer) (Übersicht in Streit et al., 1999). Wilson und Molliver 
(1994) beschreiben noch ein hyperverzweigtes intermediäres Stadium, das durch mehr 
schleichende degenerative Veränderungen hervorgerufen werden kann.  
In den für diese Arbeit durchgeführten immunhistochemischen Untersuchungen zeigten ange-
färbte Zellen in infizierten Tieren fast ausschließlich eine Morphologie, die dem beschrie-
benen aktivierten Stadium der Mikroglia entspricht.  
Es wird angenommen, dass es Interaktionen gibt, bei denen pathologisch veränderte Neurone 
über direkten Zell-Zell-Kontakt Signale an Mikrogliazellen geben und diese damit aktivieren 
(Übersicht in Streit et al., 1999). BDV gilt als nicht-zytopathogenes Virus. Trotzdem scheint 
es so starke Veränderungen in Neuronen, die Hauptzielzellen von BDV sind, hervorzurufen, 
dass auch ohne direkte Zytolyse durch das Virus die Infektion eines Neurons zu 
Veränderungen der Zelle führen kann, durch die Signale gegeben werden, die Mikroglia akti-
vieren. Hierbei spielen verschiedene Mediatoren wie Interferone, Interleukine und TNF eine 
Rolle, die die Mikroglia aktivieren. Eine besondere Bedeutung kommt bei viralen Infektionen 
dem IF N / zu, das in verschiedenen Zelllinien eine BDV-Infektion verhindern kann 




konnte bei Mäusen zeigen, dass IFN- eine zentrale Rolle bei der Resistenz gegen eine BDV-
Infektion des ZNS und der Eliminierung von BDV in Neuronen spielt.  
Wenn auch nicht genau bekannt ist, wie das Virus die Neuronen schädigt und welche 
Mechanismen letztendlich zur Verminderung der Neuronenzahl führen, ist diese mikrogliale 
Aktivierung ein Indiz dafür, dass in den infizierten Neuronen anormale Bedingungen 
herrschen. Dazu passt auch, dass außer dem sieben Tage alten Tier, das eine nur leichte 
Erhöhung ED1-exprimierender Zellen in Stamm- und Kleinhirn hatte, keines der negativen 
Tiere eine Mikrogliose zeigte. Das spricht für die Annahme, dass es bei diesen Tieren trotz 
Exposition zu keiner Infektion kam oder das Virus in einer transienten Immunreaktion 
eliminiert werden konnte.  
Einen besonderen Fall stellen die zwei Tiere der Gruppe VII dar, die wie die anderen Ratten 
der Gruppe am ersten Lebenstag infiziert wurden. Beide Tiere zeigten in der p38-Immun-
histochemie angefärbte Zellen in allen Hirnarealen, jedoch wiesen die Tiere auch rundkernige 
zu unterschiedlichen Anteilen CD45-positive Infiltrate in allen Regionen außer im Klein-, 
beziehungsweise in einem Fall im Stammhirn auf und diffus CD45-positive Zellen im 
Parenchym. Hier kamen in den Infiltraten auch CD8+-T-Zellen und eine starke, teilweise ge-
fäßassoziierte  Mikrogliose vor. Damit entsprachen diese Tiere wie auch das Muttertier 0.Mu 
dem typischen Bild einer  immunkompetenten adult infizierten Ratte, obwohl sie wie die 
gleichaltrigen Geschwister am ersten Lebenstag dem Aerosol ausgesetzt worden waren. Bei 
intrazerebral adult infizierten Tieren sind sowohl T-Zell-Infiltrate als auch Zellen mit mikro-
glialer Morphologie ab dem 24. Tag zu beobachten (Deschl et al., 1990; Herden et al., 2005). 
Dass die experimentelle Infektion bei den beiden erwähnten Tieren direkt angegangen war, ist 
nicht anzunehmen, da das Immunsystem bei neugeborenen Tieren noch nicht ausgereift ist 
und aufgrund der Immuninkompetenz, beziehungsweise der induzierten Immuntoleranz keine 
spezifische Immunantwort in Form von T-Zell-Infiltraten vorkommt. Es ist also anzunehmen, 
dass bei den beiden Tiere die Infektion am ersten Lebenstag nicht erfolgreich war und sich die 
Tiere dann später, wie auch die Mutter, bei den erfolgreich infizierten Geschwistertieren an-
steckten. Das positive Muttertier beweist, dass eine Ansteckung durch die experimentell in-
fizierten Ratten prinzipiell möglich ist. Es ist zu bemerken, dass die Tiere zu der Gruppe mit 
der niedrigsten Virusdosis gehörten, also möglicherweise die Wahrscheinlichkeit auf Miss-
lingen der experimentellen Infektion hier höher ist. Nicht auszuschließen ist auch eine ver-
längerte Latenzzeit. In diesem Falle wäre das Virus zwar in das Gehirn dieser Tiere bei der 




Auslösen einer Immunantwort wäre aber erst später nach Ausreifung des Immunsystems er-
folgt. Von solchen Fällen wurde bisher nicht berichtet und ein Bestätigung ist schwer zu er-
bringen, da ein Nachweis des Virus im Gehirn am lebenden Tier nicht möglich ist und so der 
Verlauf der Virusausbreitung bei solchen Tieren nicht verfolgt werden kann.  
Das zweite Muttertier der Gruppe 11 wies zwar CD45- und CD8-positive Infiltrate und eine 
Mikrogliose auf, jedoch war es frei von p38-Protein. Aufgrund der starken Immunreaktion 
kann man von einer Infektion ausgehen. Allerdings ist bisher kein Fall bekannt, bei dem ohne 
Gabe von BDV-spezifischen CD4+
-Zellen vor der Infektion (Nöske et al., 1998) das Virus 
durch diese eliminiert werden konnte oder zumindest keine virale Expression von p38 statt-
fand.    
5.3 Gewebsreaktion  
Neben einer spezifischen oder unspezifischen Immunantwort, kann der Organismus auch mit 
Veränderungen von Gewebezellen des Gehirns auf Insulte reagieren. Verschiedene Störungen 
können in den unterschiedlichen Zelltypen des Gehirns morphologische und /oder zyto-
chemische Reaktionen auslösen, die auch ohne Zelluntergang oder Symptome ein Indiz für 
pathologische Vorgänge sind. Es ist bekannt, dass bei neugeboren intrazerebral BDV-infi-
zierten Ratten spezifische neuronale Populationen geschädigt werden und wahrscheinlich für 
die beobachteten Symptome verantwortlich sind (Bautista et al., 1994; Hornig et al., 2001; 
Pletnikov et al., 2002a). Apoptose von Neuronen wird bei intrazerebral infizierten Tieren ab 
der vierten Woche beschrieben (Hornig et al., 1999; Weissenböck et al., 2000; Zocher et al., 
2000) und resultiert unter anderem in Kleinhirnhypoplasie, fortschreitender Degeneration des 
Gyrus dentatus und  kortikaler Schrumpfung (Bautista et al., 1995; Gonzalez-Dunia et al., 
2000; Hornig et al., 1999). Die genauen Vorgänge und die Ursache für den Neuronenverlust 
sind dagegen nicht aufgeklärt.  
In eigenen Experimenten wurden Marker für die Intermediärfilamente Vimentin und GFAP 
für die Einschätzung astrogliärer Reaktion und die Nissl-Färbung und der immunhisto-





Reaktive Gliose, die Schwellung und Hypertrophie der glialen Zellkerne, Zellkörper und Fort-
sätze einschließt (Dyer et al., 2000; Fattore et al., 2002; Petzold et al., 2002; Pindon et al., 
2000; Rugg-Gunn et al., 2002; Vitaliani et al., 2002), ist ein grundlegender pathologischer 
Effekt bei vielen Insulten und Verletzungen des ZNS.  
Astrozyten haben im gesunden Gehirn viele vitale Funktionen: Sie regulieren die Formation 
der Blut-Hirn-Schranke, die Homöostase im Gehirn, neuronale Aktivität, synaptische Trans-
mission, neuronales Überleben, Synaptogenese und Neurogenese (Dani et al., 1992; Golman, 
2003; Kesslak et al., 1986; Lim und Alvarez-Buylla, 1999; Newman, 2003; Ramson, 2003; 
Slezak und Pfrieger, 2003; Vesce et al., 1999). 
Im geschädigten Gehirn regulieren Astrozyten die neuronale Schädigung, sowohl direkt über 
die Produktion von Wachstumsfaktoren (Dhandapani et al., 2003), Rezeptoren (Daniels und 
Brown, 2001) und Transportern (Canolle et al., 2004) als auch indirekt  über eine Modulation 
der Entzündungsreaktion mittels Verminderung der Expression von mikroglialen Mediatoren 
(Aloisi et al., 1997; Pyo et al., 2003; Vincent et al., 1996 und 1997).  
Die Beeinflussung von Neuronen ist bidirektional. Neurotransmitter, die von Neuronen frei-
gesetzt werden, binden an gliale Rezeptoren und Astrozyten sezernieren viele Faktoren, die 
die neuronale Synapsenformation beeinflussen (Slezak und Pfrieger, 2003).  
Da bei der BDV-Infektion der neugeborenen Ratte sowohl Astrozyten als auch Neuronen in-
fiziert werden und die genauen Wechselwirkungen der beiden Zelltypen nicht bekannt sind, 
kann nicht gesagt werden, ob infizierte Astrozyten für die neuronalen Veränderungen verant-
wortlich sind oder durch das Virus direkt Störungen in den Neuronen hervorgerufen werden, 
die wiederum Reaktionen in Astrozyten auslösen oder sogar beides wechselseitig der Fall ist 
und noch andere Zelltypen eine Rolle spielen. Streit et al. (1999) beschreiben zum Beispiel 
die Wechselwirkung von Mikroglia und Neuronen und die Autoren nehmen an, dass durch 
direkten Zell-Zell-Kontakt Signale über den Zustand der Nervenzelle von dem Neuron an die 
Mikrogliazelle gegeben werden und danach entweder trophische oder toxische Faktoren von 
dieser an das Neuron übermittelt werden. Auch ist bekannt, dass zumindest in Zellkulturen 
Astrozyten auf Mikrogliazellen einwirken können und morphologische und funktionelle Ver-
änderungen auslösen (Kloss et al., 1997; Liu et al., 1994; Tanaka und Maeda, 1996).  
Da Astrozyten bei vielen verschiedenen Insulten und Verletzungen des Gehirns reagieren, ist 
davon auszugehen, dass bei der intrazerebralen Infektion der Ratte allein die mechanische 




gliäre Reaktion auslöst, gegen die primäre Folgen der BDV-Infektion nicht eindeutig abge-
grenzt werden können. Bei der in dieser Arbeit verwendeten Aerosol-Methode dagegen kann 
jede Gewebsreaktion als Folge der Virusinfektion gewertet werden.  
In den eigenen Untersuchungen zeigten außer den Kontrolltieren nahezu alle Tiere eine astro-
gliäre Reaktion im Sinne einer Erhöhung GFAP-exprimierender Zellen. Auch die Zahl  
Vimentin-positiver Zellen war parallel dazu in den meisten Fällen erhöht. Nur in vier Fällen 
waren diese nicht deutlich vermehrt, während die GFAP-Immunhistochemie eine mittel-
gradige Erhöhung angefärbter Zellen zeigte. Bei zwei Tieren mit Entzündung war der umge-
kehrte Fall mit mittelgradiger Erhöhung Vimentin-exprimierender Zellen ohne erhöhte 
GFAP-Expression zu beobachten.  
Dieser Zusammenhang überrascht nicht und es ist davon auszugehen, dass es die gleichen 
Zellen sind, nämlich reaktive Astrozyten, die die beiden Intermediärfilamente exprimieren.  
Während GFAP als spezifischer Marker für reife Astrozyten gilt, kommt Vimentin in einer 
Vielzahl von Zellen mesenchymalen Ursprungs wie Fibroblasten und endothelialen Zellen vor 
(Franke und Moll, 1987). In Astrozyten wird es in frühen Stadien der Gehirnentwicklung 
exprimiert (Bignami et al., 1982). Um den Geburtszeitpunkt, bei Nagern postnatal (Pixley und 
de Vellis, 1984; Tapscott et al., 1981), erfolgt eine Auswechslung der Expression von 
Vimentin zu GFAP. Vimentin wird dann nicht mehr exprimiert und in ausdifferenzierten 
Astrozyten, die übergangsweise beide Neurofilamente koexprimieren, fortschreitend von 
GFAP ersetzt (Galou et al., 1996). Die transiente Koexpression beider Filamente in Astro-
zyten, wie sie in eigenen Untersuchungen festgestellt wurde, wurde immunhistochemisch 
auch in den meisten Modellen für Gliose beobachtet (Norenberg, 1994; Schiffer et al., 1986; 
Stringer, 1996). Zusätzlich haben Studien mit Doppelfärbungen gezeigt, dass Vimentin in 
reaktiven Astrozyten, die ebenfalls GFAP-positiv waren, exprimiert wurde (Janeczko, 1993). 
Außer in ependymalen Zellen, die sich auch in eigenen Untersuchungen erwartungsgemäß 
positiv zeigten, aber in der Auswertung vernachlässigt wurden, da sie im gesunden wie im 
kranken Gehirn gleichermaßen vorkommen, ist die Vimentin-Expression im adulten Nager-
gehirn auf radiäre Glia wie die Bergmann Glia im Kleinhirn und Schwann Zellen beschränkt, 
was zur Annahme führte, dass Vimentin ein spezifischerer Marker für Gliose ist als GFAP 
(Lenz, 1997; Norenberg, 1994). 
Es ist also davon auszugehen, dass die gleichzeitige Erhöhung der Vimentin- und GFAP-




steht und nicht nur mit strukturellen Veränderungen, sondern auch mit einer Proliferation der 
Astrozyten einhergeht.  
Bei den erfolgreich NBAE-infizierten Ratten zeigte nur das 11 Tage alte Tier 11.NBAE.1 
weder eine deutliche Erhöhung der GFAP- noch der Vimentin-Expression. Bautista et al. 
(1995) und Carbone et al. (1991) beschreiben bei intrazerebral infizierten Ratten eine diffuse 
reaktive Astrozytose schon ab dem dritten Tag p.i., also schon bevor BDV-Protein in Zellen 
nachgewiesen werden kann. Diese Beobachtungen können hier für neugeboren aerosol-
infizierte Tiere ohne mechanische Schädigung des Hirngewebes nicht bestätigt werden. 
Allerdings wurden in den eigenen Untersuchungen GFAP-exprimierende Zellen gezählt,  
nicht aber die Stärke der Expression von GFAP an sich gemessen. Daher kann eine Reaktion 
im Sinne erhöhter GFAP-Expression einzelner Zellen ohne Proliferation nicht ausgeschlossen 
werden, ist aber unwahrscheinlich, da eine Reaktion der Astrozyten mit der Expression von 
Vimentin einhergeht und auch diese in diesen beiden Tieren nicht erhöht war.  
Die 11 Tage alte infizierte Ratte hatte einige BDV-positive Zellen und wie das 7 Tage alte 
Tier 12 NBAE.1, das zwar infiziert wurde, aber negativ in der p38-Immunhistochemie war, 
eine leichte Mikrogliose, war aber sonst frei von Auffälligkeiten. In diesen beiden Fällen 
zeigte sich also eine mikrogliäre Proliferation vor der Astrozytose. Diese Beobachtung spricht 
dagegen, dass reaktive Astrozyten für die Veränderungen der Mikrogliazellen verantwortlich 
sind. Da Neuronen die ersten Zellen sind, die bei der BDV-Infektion der Ratte infiziert wer-
den, ist es vielmehr naheliegend, dass diese durch das Virus schon in der frühen Phase der 
Infektion Veränderungen erfahren, die Mikro- und Astrogliazellen aktivieren. Um diese Ver-
mutungen zu bestätigen, müssten weitere Untersuchungen an Tieren in den ersten Tagen der 
Infektion erfolgen und Wechselwirkungen zwischen den Zelltypen beispielsweise durch die 
Bestimmung von Cytokinexpression und Doppelfärbungen charakterisiert werden. 
Bei allen anderen erfolgreich NBAE-infizierten Tieren war eine deutliche Vermehrung 
GFAP-exprimierender Zellen zu detektieren. Vimentin-exprimierende Zellen dagegen waren 
in zwei Fällen nicht deutlich erhöht, bei dem Tier VII NBAE.2, das nur wenige BDV-positive 
Zellen und keine Mikrogliose aufwies, sowie dem 450 Tage alten Tier VIII NBAE.3. Da die 
Expression von Vimentin als spezifischerer Marker für reaktive Astrogliose gilt, spricht dies 
möglicherweise für weniger starke Aktivierung der Astrozyten bei dem Tier mit nur wenig 
infizierten Zellen, bzw. eine bereits nachlassende Reaktion bei der relativ alten Ratte.  
Allerdings zeigten die anderen drei über ein Jahr alten Tiere eine deutliche Erhöhung 




Tiere für die Annahme, dass mit der persistierenden Infektion auch die  Mikrogliose und 
Astrogliose lebenslang bestehen bleibt.  
Bei den anderen 17 Ratten, die erfolgreich NBAE-infiziert wurden, lassen sich keine signi-
fikanten Unterschiede in der Erhöhung der Astroglia-Reaktion bezüglich Alter oder Dosis 
feststellen. Bemerkenswert ist, dass auch die 310 Tage alten Tiere keine nachlassende 
Reaktion zeigen.  
Auffällig ist außerdem, dass obwohl in zahlreichen Fällen die Menge GFAP-positiver Zellen 
in allen untersuchten Hirnarealen erhöht war, in keinem Fall eine Vermehrung Vimentin-
positiver Zellen im Mittel- und Stammhirnbereich vorlag.  
Es ist bekannt, dass im ZNS eine Reihe von Astrozyten mit unterschiedlicher Morphologie 
vorkommen. Inwieweit diese Unterschiede unterschiedliche Astrozytentypen oder verschie-
dene Umgebungsstimuli repräsentieren, ist noch unklar (Übersicht in Ridet et al., 1997). Die 
Astrozytennarbe ist morphologisch und biochemisch unterschiedlich in verschiedenen Hirn-
arealen, was ebenfalls auf das Vorhandensein unterschiedlicher Astrozytentypen hindeutet 
(Alonso und Privat, 1993). Welche Typen von Astrozyten wann welche Filamente 
exprimieren, ist nicht eindeutig geklärt. Es wäre also denkbar, dass im Mittel- und Stamm-
hirnbereich im Gegensatz zu den anderen für diese Arbeit untersuchten Regionen Astrozyten 
vorherrschen, die auf bestimmte Reize zwar mit Proliferation und erhöhter GFAP-Expression 
reagieren, aber trotz Aktivierung kein Vimentin exprimieren. 
Alle Tiere mit Entzündung wiesen ebenfalls erhöhte Vimentin- und/oder GFAP-Expression 
auf. Die beiden Tiere der Gruppe VII hatten stark erhöhte Werte bei beiden Intermediär-
filamenten, während die BDV-positive Mutter nur eine mäßige Vermehrung Vimentin-
positiver Zellen zeigte. Das ist erstaunlich, da anhand der Ergebnisse der anderen durchge-
führten Färbungen davon ausgegangen werden kann, dass sie einen ähnlichen Ansteckungs-
verlauf, nämlich im adulten Alter durch die Wurfgeschwister beziehungsweise Jungen nah-
men. Möglicherweise liegt der Unterschied in der Astrozytenreaktion zwischen den Tieren 
der Gruppe VII und den Muttertieren an dem Reifegrad und/oder der vorhandenen Menge der 
Astrozyten im Gehirn zum Ansteckungszeitpunkt.  
Auch die vier positiven Tiere der Gruppe 19 hatten eine nur mittelgradige Erhöhung ange-
färbter Zellen bei dem immunhistochemischen Nachweis der Intermediärfilamente. In zwei 
Fällen waren nur die GFAP-beziehungsweise nur die Vimentin-exprimierenden Zellen ver-
mehrt. Diese insgesamt eher schwache, aber deutliche Astroglia-Reaktion bei allen positiven 




zusammenhängen. Es ist nicht genau bekannt, wann die Reifung der Astrozyten im Gehirn 
von Nagern vollständig abgeschlossen ist. Möglicherweise reagieren junge Astrozyten nicht 
so stark auf die durch das Virus verursachten Störungen oder die Proliferation Vimentin- und 
GFAP-exprimierender Zellen ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht so stark vorangeschritten 
wie bei älteren Tieren. Denkbar wäre auch, dass die Veränderungen in den infizierten 
Neuronen, die möglicherweise die starke Reaktion der Astrozyten auslösen, zu diesem relativ 
frühen Zeitpunkt der Infektion noch nicht vollzogen sind. Obwohl Neurone schon wenige 
Tage nach Infektion BDV-positiv sind, gehen zum Beispiel viele Purkinje-Zellen im 
Kleinhirn erst zwischen Tag 27 und 75 p.i. verloren (Bautista et al., 1995; Eisenman et al., 
1999; Zocher et al., 2000) und TUNEL-positive Zellen treten erst ab der dritten Woche auf. 
Möglicherweise sind also Signale, die von apoptotischen Neuronen gegeben werden für die 
starke Aktivierung der Astrozyten notwendig.  
Anders als Mikrogliazellen zeigten Astrozyten auch Aktivierung in vier BDV-negativen 
Tieren, die weder Infiltrate noch eine Mikrogliose aufwiesen. Alle diese Tiere waren PCR-
positiv, hatten aber zum Zeitpunkt der Testung keine BDV-spezifischen Antikörper im Blut. 
Hier stellt sich die Frage, wodurch die Astrozyten-Reaktion ausgelöst wurde und warum die 
Mikroglia nicht reagierte, die in den meisten Fällen parallel aktiviert wurde. Da weder Astro-
zyten noch Neurone bei diesen Tieren BDV-Protein aufwiesen, kann das Virus selbst nicht 
die Reaktion ausgelöst haben, es sein denn, es kam zu einer transienten Infektion, die zum 
Todeszeitpunkt nicht mehr vorhanden war. Denkbar wäre auch, dass der Organismus in 
Kontakt mit dem Virus kam, ohne dass eine Infektion des Gehirns stattfand. Ein solcher Fall 
könnte bei auf B-und T-Zellebene immuntoleranten Tieren auftreten, was die Anwesenheit 
von Nukleinsäure im Blut (PCR-positiv) und eine Abwesenheit von zellulären Infiltraten im 
Gehirn sowie Abwesenheit von Antikörpern im Blut erklären könnte. 
Bode et al . (2001) berichten, dass BDV-Antigen (gebunden an PBMCs und frei im Plasma) 
und zirkulierende Immunkomplexe (CICs) bei BDV-Infektionen bei Tier und Mensch vor-
kommen. Plasma-Antigenämie und CICs könnten zumindest die Detektion von viraler RNA 
in der Abwesenheit von Antikörpern erklären (Vahlenkamp et al., 2000) und bei den eigenen 
Fällen möglicherweise nicht für eine Reaktion des spezifischen Immunsystems reichen, aber 





Neben der Beurteilung der Purkinje-Zelldichte in der Nissl-Färbung wurden die Aus-
wirkungen einer BDV-Infektion auf  Neurone mit Hilfe des Neurofilament-Markers, der 
spezifisch für Neurone ist, durchgeführt. Da hierbei vor allem Axone angefärbt werden und 
Hirngewebe zum überwiegenden Teil aus Nervenzellausläufern besteht, ist es kaum möglich 
einzelne Zellen zu zählen und zu quantifizieren. Allerdings konnten in den Gehirnen einiger 
Tiere in drei Arealen eindeutig geschwollene Axone detektiert werden, die dann in diesen 
gezählt wurden.  
Axonale Spheroide, die meistens die terminalen Endbulbi betreffen oder dystrophische 
Axone, die gewöhnlich weniger stark geschwollen sind als die Spheroide, finden sich in einer 
Reihe verschiedener neurodegenerativer ZNS-Erkrankungen, einschließlich Schlaganfall 
(Dewar et al, 1999), Myelinisierungsstörungen (Griffiths et al., 1998), Tauopathien (Lewis et 
al., 2000; Probst et al., 2000) traumatischen Hirnläsionen (Cheng und Povlishock, 1988), 
Alzheimer Krankheit (Brendza et al., 2003), Parkinson Krankheit (Galvin et al., 1999) und 
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Liberski und Budka, 1999) und kommen auch während des 
normalen Alterungsprozesses und sekundär in einigen schwerwiegenden Krankheiten vor 
(Sung et al., 1981).  
In den eigenen Untersuchungen wurden keine Axonschwellungen bei den Kontroll- oder den 
nicht erfolgreich infizierten Tieren gefunden, wohl aber bei nahezu allen erfolgreich NBAE-
infizierten Ratten. Bei den beiden Tieren VII NBAE.2 und 11 NBAE.1, die nur wenige BDV-
infizierte Zellen aufwiesen, konnten keine geschwollenen Axone gefunden werden. Da 
Neurone die Hauptzielzellen des BD-Virus sind, ist es naheliegend, dass das Virus selbst Ver-
änderungen in den Nervenzellen verursacht, die zu Axonschwellungen führen. Weil aber 
schwerwiegende Veränderungen der Nervenzellen mit Zelltod erst relativ spät im Verlauf der 
Infektion auftreten, ist es nicht überraschend, dass bei dem 11 Tage alten Tier noch keine 
Axonschwellungen zu finden waren. Auch unter den vier Wochen alten Tieren mit leichter 
Entzündung waren in nur zwei Fällen wenige Axonschwellungen zu detektieren. Das spricht 
dafür, dass in diesem Zeitraum die Schädigungen der Neuronen beginnen morphologisch 
sichtbar zu werden.  
Es ist zu bedenken, dass oft nur einzelne Axonschwellungen sichtbar wurden und im besten 
Fall nicht mehr als 23 Axonveränderungen  im gesamten Cortex gezählt wurden. Auch 
konnten nur quer angeschnittene Axone eindeutig als verdickt identifiziert werden. Es ist 




erkannt wurde und dass bei Tieren, bei denen keine solchen Veränderungen dokumentiert 
sind, dennoch Axonschwellungen im Gehirn vorhanden sein können. Das könnte bei den drei 
Tieren, bei denen keine Axonschwellungen gefunden wurden, die sich aber in der Infektions-
ausbreitung und der Immun- und Gewebsreaktion nicht von den anderen erfolgreich NBAE-
infizierten Versuchstieren unterschieden, der Fall sein. Bei Tier VII NBAE.2, das nur wenige 
p38-positive Zellen aufwies und außer einer leichten Mikrogliose keine Zellreaktion zeigte, 
wurden keine Axonschwellungen gefunden. Das überrascht nicht, da die Wahrscheinlichkeit, 
dass betroffene Axone  im Schnitt getroffen werden, bei den wenigen infizierten Neuronen 
sehr gering ist.  
Auch bei den zwei 110 Tage alten Tieren mit Entzündung und den zwei Müttern wurden 
Axonschwellungen gefunden. Das war zu erwarten, da auch hier Zellschädigung und Zelltod 
festgestellt wurden. Ob in diesen Fällen dieselben Mechanismen wie bei den neugeboren in-
fizierten Ratten für die Neuronenveränderung verantwortlich sind und zusätzlich zu der T-
Zell-vermittelten Lyse auftreten oder ob die Neuronenschädigung durch die BDV-spezifische 
Entzündungsreaktion verursacht wird, bleibt jedoch offen. Hier könnten zur Klärung 
Versuche mit immunsupprimierten adult-infizierten Ratten Aufschluss bringen.  
Die Rolle der Axonschwellungen ist noch unklar und es ist nicht bekannt, ob sie bei den ver-
schiedenen Krankheiten eine Folge von gestörtem axonalen Transport sind, ob sie primär die 
Transportdefekte verursachen oder ob beides der Fall ist (Mi et al., 2005). Gies et al. (1998) 
beobachteten Axonschwellungen bei adult intrazerebral infizierten Ratten einhergehend mit 
einem Rückgang cholinerger Fasern schon ab Tag 6 p.i. Diese Störungen der physiologischen 
Prozesse des anterograden axonalen Transportes führen sie entweder auf eine direkte virus-
infektionsvermittelte Interferenz oder auf indirekte Mechanismen mittels humoraler Faktoren 
zurück.  
Sowohl bei adult als auch bei neugeboren BDV-infizierten Ratten kommt es zu Verände-
rungen im Neurotransmittersystem (Lipkin et al., 1997; Pletnikov et al., 2002c;  Solbrig et al., 
1996a), was zusammen mit den eigenen Ergebnissen der Neurofilament-Immunhistochemie 
den Zusammenhang von Axonschwellungen und gestörtem axonalen Transport bestätigt.  
Es ist auch möglich, dass Oligodendrozyten eine Rolle bei den Störungen der Neurone 
spielen. Oligodendrozyten sind im ZNS die myelinbildenden Zellen, die die Neurofilament-
Phosphorylierung (de Waegh et al., 1992) und den Durchmesser der Axone beeinflussen 
(Sanchez et al., 1996; Windenbank et al., 1985). Es ist bekannt, dass Signale, die von myelin-




(Anzini et al., 1997; de Waegh und Brady, 1991; Giese et al., 1992; Grifiths et al., 1998; Yin 
et al., 1998). BDV infiziert Oligodendrozyten im Gehirn von Ratten und Myelinstruktur-
veränderungen wurden bei neugeboren aerosol infizierten Ratten festgestellt (Schepers, 
persönliche Mitteilung). Es ist also auch möglich, dass die hier gefundenen Axon-
schwellungen nicht Folge von Veränderungen der infizierten Nervenzellen selbst sind, 
sondern sekundär nach Dysmyelinisierung durch infizierte Oligodendrozyten auftreten.  
Es ist bekannt, dass bei neugeboren intrazerebral BDV-infizierten Ratten Neuronen zugrunde 
gehen. Es wird bei diesen Tieren von Apoptose der Pyramidenzellen im Neocortex (Hornig et 
al., 1999), Verlust von Purkinje-Zellen im Kleinhirn (Bautista et al., 1995; Eisenman et al., 
1999; Zocher et al., 2000) und der Zerstörung infizierter Neurone im Gyrus dentatus (Hornig 
et al., 1999; Rubin et al., 1999; Sauder und de la Torre, 1999) mit anschließendem Ersatz 
durch Gliazellen (Carbone et al., 1991; Hornig et al., 1999; Zocher et al., 2000) berichtet.  
Da bei den Sagittalschnitten des Gehirns die Anschnittfläche des Hippocampus und damit die 
zählbare Zellzahl stark variiert, wurde in eigenen Untersuchungen repräsentativ für den 
Neuronenverlust die Dichte der Purkinje-Zellen im Kleinhirn beurteilt.  
Die Purkinje-Zelldichte war bei allen Kontrolltieren und den negativen Tieren unverändert, 
während sie bei fast allen erfolgreich BDV-infizierten Ratten herabgesetzt war. Außer in zwei 
Fällen, in denen die Purkinje-Zellschicht nicht eindeutig zu beurteilen war, waren nur keine 
Veränderungen bei den zwei Tieren zu beobachten, die auch keine Axonschwellungen auf-
wiesen. Bei dem 11 Tage alten Tier war dieses Ergebnis zu erwarten, da der Verlust von 
Neuronen erst nach einigen Wochen auftritt. Da bei Tier VII NBAE.2, bei dem auch nur eine 
geringe astrogliäre Reaktion zu finden war, infizierte Zellen nur in Bulbus olfactorius und 
Cortex zu finden waren, war auch hier ein Neuronenverlust im Kleinhirn nicht zu erwarten.  
Bei keiner der vier Wochen alten Ratten war die Purkinje-Zelldichte vermindert. Das ent-
spricht bisherigen Beobachtungen, bei denen infizierte Purkinje-Zellen erst zwischen Tag 27 
und 75 p.i. verloren gehen (Bautista et al., 1995; Eisenman et al., 1999; Zocher et al., 2000). 
Obwohl Neurodegeneration bei adult BDV-infizierten Ratten bekannt ist, gibt es keine Be-
richte über den spezifischen Verlust von Purkinjezellen im Kleinhirn. Beide Mütter in den 
eigenen Untersuchungen zeigten eine normale Dichte dieser Neurone. Beide zeigten Axon-
schwellungen, was für pathologische Veränderungen von Nervenzellen spricht, zeigten aber 
in allen Färbungen insgesamt wenig Reaktion im Kleinhirn. Während bei neonatal-infizierten 




Kleinhirn gehört, scheint dieses bei der Infektion der adulten Ratte keine wichtige Rolle zu 
spielen. Bei dem Modell der adult infizierten Ratte ist es daher wenig sinnvoll, die Purkinje-
Zelldichte als Parameter für Nervenzellverlust zu wählen.  
Ein Fall, der diesbezüglich keinem der beiden Modelle eindeutig zugeordnet werden kann, 
stellt das Tier VII NBAE.4 dar. Ein Tier mit Entzündung, das aufgrund der Ergebnisse der 
anderen Untersuchungen den adult infizierten Tieren zugeordnet wurde. Allerdings war bei 
dieser Ratte die Purkinje-Zellzahl deutlich vermindert. Geht man davon aus, dass die Mütter 
repräsentativ für adult infizierte Tiere sind und das Kleinhirn bei diesen wenig betroffen ist, 
überrascht das Ergebnis bei Tier VII NBAE.4. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei 
manchen adult infizierten Ratten die Zelldichte in dieser Schicht herabgesetzt sein kann. Es ist 
auch möglich, dass der Beginn der Infektion bei diesem und den Müttern unterschiedlich ver-
lief. Denkbar, dass die Infektion zu einem Zeitpunkt stattfand, zu dem das Immunsystem so 
ausgereift war, dass eine Immunantwort wie bei den Muttertieren gegeben wurde, dass sich 
aber die Purkinjezellen noch in einem Stadium befanden, in dem sie empfänglich für virale 
Schädigungen waren und zugrunde gingen.    
Insgesamt zeigen die eigenen Untersuchungen, dass das BDV, obwohl es ein nicht-zytopatho-
genes Virus ist, auch in immuntoleranten Tieren starke Veränderungen in verschiedenen Zell-
arten des Gehirns hervorruft. Bei den bisherigen Untersuchungen an neugeboren infizierten 
Ratten, bei denen die Tiere intrazerebral infiziert wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, 
dass beispielsweise die beobachtete Mikrogliose oder Astrozytose durch die mechanische 
Verletzung des Gewebes und nicht durch das Virus selbst hervorgerufen wurden. Bei der in 
den eigenen Untersuchungen verwendeten Aerosol-Methode kann hingegen davon ausge-
gangen werden, dass alle beobachteten pathologischen Veränderungen auf die Infektion selbst 
zurückzuführen sind.  
Die Mehrzahl der am ersten Lebenstag infizierten Tiere wies eine starke Expression des p38-
Protein in allen Hirnarealen und eine deutliche Mikro- und Astrogliose sowie Neuronen-
schädigungen und Neuronenverlust auf. In Abwesenheit einer spezifischen Immunreaktion 
und bei Ausschluss eines mechanischen Insults können eine Mikrogliose und eine 
Astrozytose als ein direkter Viruseffekt und damit als Marker für eine Infektion gewertet 




nachliessen, lässt vermuten, dass eine Mikrogliose und Astrozytose bei persistent infizierten 
Tieren lebenslang besteht. 
Es gibt Indizien dafür, dass die Virusausbreitung schneller erfolgt als bei den bisher be-
kannten Methoden der Infektion, was in weiteren Untersuchungen an jungen Tieren zu Be-
ginn der Infektion bestätigt werden könnte. Eine Dosisabhängigkeit konnte bei erfolgreich 
infizierten Tieren nicht festgestellt werden und die Gewebsreaktion ließ auch bei besonders 
alten Tieren nicht nach. Jedoch war die Infektion nicht in allen Fällen an Tag 1 erfolgreich 
und höhere Virusdosen scheinen die Wahrscheinlichkeit für das Angehen einer Infektion 
wahrscheinlicher zu machen. Unter den Tieren, die mit niedrigeren Dosen infiziert worden 
waren, gab es einzelne Fälle, die trotz leichter astrogliärer Reaktion BDV-negativ waren, als 
auch solche, die mit einer Entzündung ähnlich der  der positiven Mutter reagierten, was für 
eine spätere Infektion durch die bereits infizierten Wurfgeschwister im adulten Alter spricht.  
Bestätigt werden konnte in den eigenen Untersuchungen der neugeboren aerosol-infizierten 
Tiere auch eine transiente Infiltration von Lymphozyten im Alter von vier Wochen wie sie bei 
intrazerebral neugeboren infizierten Ratten beschrieben wird (Weissenböck et al., 2000). Es 
trat eine starke Infiltration bei adult infizierten Ratten auf, die aufgrund der Morphologie und 
Lokalisation der Zellen und deren Anfärbung in der CD45 und CD8-Immunhistochemie ver-
mutlich eine spezifische Immunantwort darstellen dürfte.   
Weiterhin sprechen die Untersuchungen dafür, dass persistent infizierte Ratten Virus aus-
scheiden, an dem sich Kontakttiere anstecken können.  
In zwei Fällen zeigten sich Bilder, die so bisher in der Literatur nicht beschrieben wurden. 
Zum einen ein Muttertier, das zwar die Immun- und Gewebsreaktion aufwies, wie es bei adult 
infizierten Ratten typisch ist, bei der aber kein BDV-Protein nachgewiesen werden konnte. 
Zum anderen ein Tier (VII NBAE.2), das BDV-Protein nur in wenigen Zellen exprimierte 
und außer  einer leichten Erhöhung GFAP-exprimierender Zellen keine pathologischen 
morphologischen Auffälligkeiten zeigte. 
Überraschend ist auch die Beobachtung, dass sowohl Sentinels als auch einige NBAE-in-




6 Zusammenfassung  
In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer nicht-invasiven Borna Disease Virus (BDV)-
Infektion auf das Gehirn von neugeboren infizierten Ratten untersucht. Diese Methode reprä-
sentiert die allgemein anerkannte Route der intranasalen Infektion bei der Borna Krankheit. 
Bei bisherigen Untersuchungen wurden neugeborene Ratten intrazerebral infiziert, was eine 
wesentliche Belastung für das Hirngewebe mit sich bringt. Die mechanischen Schädigungen 
des Hirngewebes durch die Nadel einerseits und die Deposition des Inokulums andererseits 
können nicht klar von den Folgen der Infektion abgegrenzt werden. Um diese bisher unver-
meidlichen und unterschätzten Folgen zu vermeiden, wurden Aerosole mit definierten 
Partikelgrößen aus virushaltigem Hirngewebe hergestellt und zur Infektion verwendet. 
In den eigenen Untersuchungen wurden neugeboren infizierte Lewis Ratten sowie Positiv- 
und Negativkontrollen und Sentinels verwendet. 
Von den Gehirnen der Tiere wurden Paraffinschnitte angefertigt und neben Standard-
färbungen immunhistochemische Färbungen mit Markern für BDV-Protein, Immunzellen, 
Astrozyten und Neurone durchgeführt.  
18 von 30 neugeboren infizierten Ratten im Alter zwischen 90 und 740 Tagen zeigten das 
typische Bild der persistierenden toleranten Infektion wie keine oder wenige klinische 
Symptome in Abwesenheit einer spezifischen Immunantwort. Diese Ratten exprimierten 
BDV-Protein in Zellen aller Gehirnregionen, zeigten Mikrogliose und aktivierte Astrozyten 
und die Purkinjezellen im Kleinhirn waren deutlich reduziert. Zusätzlich wurden bei 15 
Tieren Axonschwellungen als Anzeichen einer neuronalen Dysfunktion festgestellt. 
Einige der neugeboren aerosol infizierten Ratten, die vier Wochen nach Aerosolexposition 
untersucht wurden, wiesen neben einer leichten Mikroglia- und Astrozytenreaktion auch 
gefäßassoziierte Infiltrate auf. Da die infiltrierenden Zellen in der Immunhistochemie mit dem 
Anti-CD8-Antikörper negativ blieben, ist anzunehmen, dass es sich hierbei um eine transiente 
unspezifische Immunantwort handelt. Außerdem zeigte eine elf Tage alte Ratte 
BDV-Protein nur in einzelnen Zellen im Mittel- und Stammhirn und außer einer gering-
gradigen Mikrogliose keine pathologischen Veränderungen.  
Diese frühen Veränderungen nach Aerosolexposition werden als der Beginn einer erfolg-
reichen intranasalen Infektion angesehen und die beobachteten histomorphologischen 





Im Gegensatz zu der Mehrzahl der untersuchten Ratten zeigten einige neugeboren infizierte 
Tiere andere histomorphologische Veränderungen. Zwei 110 Tage alte aerosol-infizierte 
Ratten wiesen eine wahrscheinlich BDV-spezifische Immunantwort auf. Beide Tiere zeigten 
Infiltrate mit CD8+
-T-Zellen, eine deutliche Mikrogliose und aktivierte Astrozyten. 
Wahrscheinlich war bei diesen Tieren die Infektion am ersten Lebenstag nicht erfolgreich und 
die Aufnahme von BDV, vermutlich von infizierten und virusausscheidenden Ge-
schwistertieren, führte in höherem immunkompetenten Alter zur Infektion. Dies trifft auch für 
die Muttertiere zu, von denen beide eine deutliche Entzündungsreaktion, aber nur eines Virus-
Protein in den Zellen aufwiesen. 
Die vorliegende Arbeit zeigt, daß eine nicht-invasive BDV-Infektion kurz nach der Geburt zu 
einem anderen Krankheitsverlauf als bei Tieren, die in eine anderen Lebensphase infiziert 
werden, führt: während spezifische Immunreaktionen nicht vorkommen, stehen unspezifische 
Entzündungs- und Hirngewebsreaktionen im Vordergrund, die lebenslang bestehen bleiben. 
Diese führen zu Funktionsstörungen und Strukturveränderungen verschiedener Gehirnzellen. 
Es bleibt zu klären, ob und inwieweit diese Hirnveränderungen mit den beschriebenen 
Verhaltensanomalien der Tiere in Zusammenhang stehen. 
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7 Summary  
This work analyzes the effects of  non-invasive Borna disease virus (BDV) infection on the 
brains of newborn rats, representing the commonly accepted route of intranasal infection in 
Borna disease.  In previous studies newborns were usually infected by the intracerebral route, 
representing a serious stress to the brain tissue. Insertion of the needle and deposition of the 
inoculum cause mechanical effects on the brain tissue a priori not distinguishable from those 
caused by the viral infection. To avoid this so far inevitable and underestimated effect, 
aerosols with defined particle sizes were generated from virus-containing brain tissue to infect 
the animals. 
Newborn infected Lewis rats together with negative and positive controls and sentinels were 
used in these investigations. 
Paraffin-embedded sections of the brains were stained with haematoxylin and eosin (HE) and 
cresyl violet (KV) and immunhistochemistry was carried out to detect BDV protein, immune 
cells, astrocytes and neurons.  
Eighteen of 30 newborn infected rats between 90 and 740 days of age showed the typical 
pattern of persistent tolerant infection, i.e. no or only minor clinical symptoms in the absence 
of a specific immune response. These rats expressed BDV proteins in cells of all brain 
regions; microgliosis and activated astrocytes were seen and Purkinje cells in the cerebellum 
were clearly reduced.  In addition, axonal swellings as signs of neuronal dysfunction were 
detected in the brains of 15 rats. 
Several neonatal aerosol infected rats examined four weeks after exposition to aerosol showed 
vessel associated infiltrates in addition to a moderate microgliosis. Due to the fact that these 
infiltrating cells did not express CD8, a transient non-specific immune response is suggested.  
In addition one eleven day old rat showed BDV protein only in a few cells of the midbrain 
and brainstem and had no other pathological changes other than moderate microgliosis. These 
early findings after aerosol exposition are regarded as beginning of a successful intranasal 
infection and the observed histomorphological changes might be generalized in terms of early 
events of pathogenesis after non-invasive BDV infection. 
In contrast to the majority of examined rats, some newborn infected animals showed different 
patterns of histomorphological alterations. Two 110 day old aerosol infected rats showed 
infiltrates containing CD8
+
-T-cells, distinct microgliosis and activated astrocytes, which can 
be considered a BDV-specific immune response. These rats were probably not successfully 
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infected as newborns and the later uptake of BDV, most probably from infected and virus 
excreting littermates, led to an infection in an immunocompetent age.  This is also true for 
both mothers examined which showed showed a distinct immune reaction but only one had 
viral protein in cells of the brain. 
This work demonstrates  that a non-invasive BDV-infection of newborn rats leads to a course 
of illness different to those shown by animals infected at other ages. While no specific 
immune responses occur, non-specific immune and cell reactions are prominent and remain a 
lifetime. These reactions cause functional and structure changes in different brain cell types.  
It remains unclear if and to what extent these pathological changes in the brain are connected 
to the described behaviour changes.  
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